ENT COOPERATION TReII^ 



EO/US 
PCT/EP99/01674 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C. 20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing: 

23 September 1999 (23.09.99) 




Internationa! application No.: 

PCT/EP99/01674 


Applicant's or agent's file reference: 
4894/OOWO-Ts 


International filing date: 

15 March 1999 (15.03.99) 


Priority date: 

13 March 1998 (13.03.98) 


Applicant: 

FREY, Bruno et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X I in the demand filed with the International preliminary Examining Authority on: 
07 July 1999 (07.07.99) 

I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election 



[3 
□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer: 



Telephone No. 



J. Zahra 

(41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



2845312 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCX 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCX Arti^jle 36 and Rule 70) 



3 



Applicant's or agent's file reference 

4894/OOWO -Ts 

International application No. 

PCT/EP99/01674 
International 



FOR FURTHER ACTION Notification of Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4I6) 

International filing date {day/month/year) 



15 March 1999(15.03.99) 



Priority date (day/month/year) 

13 March 1998 (13.03,98) 



Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/54 



ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



Jet r„"ditVrKS£S^^^ and/ordrawings which have 

(see Rule 70.16 and Section 607 oU,: X^^ZtS:::^TZ:rZ'^Sn "^'^ '^'^'^ '''' 
These annexes consist of a total of 2 sheets. 

3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

Lack of unity of invention 

ctel^fe^x'^faSlfs^^^^^^^^ "-elty, inventive step or industrial applicability; 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 




VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

07 July 1999 (07.07.99) 



Date of completion of this report 

15 May 2000(15.05.2000) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


"^^^ational application No. 

PCT/EP99/01674 


I. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article J 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 


I^Xj the international apphcation as originally filed. 






1 1 f"h** Hf^cpfintirxn narr^^c 1 -33 


, as originally filed. 




pages 


, filed with the demand, 




pages 


, filed with the letter of _ 




pages 


, filed with the letter of _ 




1 I the claims, Nos. 


, as originally filed. 




Nos. 


, as amended under Article 19, 


Nos. 


, filed with the demand, 




JNOS. * * 


_ , filed with the letter of 


13 Aoril 2000 n 3.04.2000) 


Nos. 


, filed with the letter of 




1 1 the drawings, sheets/fig 1-31 


, as originally filed. 




sheets/fig 


, filed with the demand, 




sheets/fig 


, filed with the letter of 




sheets/fig 


, filed with the letter of 




2. The amendments have resulted in the cancellation of: 






1 1 the description, pages 






1 1 the claims, Nos. 






the drawings, sheets/fig 






3. n '^^^s ^^POrt been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 







Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



rmational application No. 
PCT/EP 99/01674 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Relevant: documents ; 



Dl: WO-A-97/29209 (HARVARD COLLEGE), 14 August 1997 

D2: US-A-5 466 591 (GELFAND DAVID H ET AL.), 14 November 

1995. 



Novelty (PCT Article 33(2)): 



The subject matter of Claims 1-16 can be acknowledged to 
have the requisite novelty over the aforementioned 
documents Dl and D2 . 



Document Dl describes the introduction of a thioredoxin 
binding site in E.coli DNA polymerase I, but not the 
exchange of exonuclease domains, Dl does not describe any 
chimeras displaying polymerase activity and 3' exonuclease 
activity, wherein the domains which have this activity 
come from different polymerases. 

D2 already describes polymerase chimeras from Tma DNA 
polymerase and Taq DNA polymerase which, for example, have 
the 5' to 3' polymerase selectivity of Taq and the 3' to 5' 
exonuclease activity of Tma DNA polymerase (see column 14, 
paragraph 2) , However, the chimeras described in D2 do not 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



HKnational application No. 
PCT/EP 99/01674 



correspond essentially to the SEQ ID No: 8, 10 or 12, 
since, in contrast to D2, in the present application, 
cleavage does not occur between the two domains. 

Inventive step (PCT Article 33(3)): 

The subject matter of Claims 1-16 also involves an 
inventive step, since it could be shown unexpectedly that 
the claimed chimeras are more thermostable than the 
chimeras of D2, which are cleaved precisely between the 
domains (see Example 4 in the application) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



lational appiication No. 
PCT/EP 99/01674 



VIII. Certain observations on the international application 



I™ Tk"!''*'^''^'*''"' ^" ""^'^^ ^^^^'"^^ description, and drawings 

supported by the description, are made* "i^wings 



or on the question whether the claims are fully 



The word "essentially", which has been added to Cla_ 
3, is not sufficiently clear and, moreover, it is 
questionable whether this word is supported by the 
original description (objection under PCT Article 6) 



ims 1- 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



VERTRAG U^ER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTW||^NS 




Absender: MIT DER INTERNATiONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



ROCHE DIAGNOSTICS ( felvfeH 
- Patentabteilung - 
D-68298 Mannheim 
ALLEMAGNE 



Roche Diagnostics GmbH 

Patentabteilung 




AB 



PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
4894/OOWO-Ts 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/01674 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



WICHTTGE MfTTELUNG 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
15/03/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
13/03/1998 



Anm elder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 



1. Dem Anmelder wird mitgeteilt, daf3 ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsberlcht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, ubemiittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



3, Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Intemationaie Buro eine Obersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innertialb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Intemationaie Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so mu(3 diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Aniagen zum intemationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maGgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 



— — Europaisches Patentamt 
JJtt D-80298 Munchen 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Vullo. C 



VERTRA^Ai^ER DIE INTERNATIONALE ZU^klM EN ARBEIT 
DEM GEBIET DES PATENTvIKeNS 



PCT 

internationaler recherchenbericht 



{Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmetders Oder Anwalts 

4894/OOWO-Ts 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts {Formblatt PCT/lSA/220) sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/01674 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

15/03/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

13/03/1998 



Anmelder 



ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al , 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemSR 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt Blatter. 

Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regei 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

[X] in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

[X] bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[X] Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

[X] Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfa3ten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. [X] Bestimmte Anspriiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfihdung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

rvT] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld lit angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. ///// 

[ I wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



R RECHERCHENBERICHT ^ 



rnationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/01674 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artiket 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmle Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . I I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namllch 



I ^ I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. I I Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, da3 diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faf3t: 



Bemerkungen hinsichtlich etnes Widerspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch geza 

I I Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch 



hit. 



Formblatt PCT/1 S A/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1 ))(Juli 1998) 




Internationales AktenzeichenPCT/EP 99 y0l674 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 



Fortsetzung von Feld 1,2 
Anspruche Nr. : 17 



Im Sequenzprotokol 1 fehlen Angaben zu SEQ ID NO: 17. Deshalb konnte keine 
Recherche durchgefuhrt werden. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daS Patentanspruche auf 
Erfindungen, fur die kein internationaler Recherchenbericht erstellt 
wurde, normal erwei se nicht Gegenstand e1ner internationalen vorlaufigen 
PrUfung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In seiner Eigenschaft als mit 
der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde wird das EPA 
also in der Regel keine vorlaufige Prufung fur Gegenstande durchfuhren, 
zu denen keine Recherche vorliegt. Dies gilt auch fur den Fall, daB die 
Patentanspruche nach Erhalt des internationalen Recherchenberichtes 
geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, daB der Anmelder im 
Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II PCT neue Patentanpruche vorlegt. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

jfnationales Aktenzeichen 



/EP 99/01674 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12N15/54 C12N9/12 C12N1/21 C12P19/34 C12Q1/68 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MIndestprufstoff (Klasslfikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 6 C12N C12P C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit dies© unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie° Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



P,x 



EP 0 892 058 A (HOFFMANN LA ROCHE) 
20. Januar 1999 (1999-01-20) 
das ganze Dokument 

WO 97 29209 A (HARVARD COLLEGE) 
14. August 1997 (1997-08-14) 
das ganze Dokument 

US 5 466 591 A (GELFAND DAVID H ET AL) 
14. November 1995 (1995-11-14) 
Spalte 14 

-/-- 



1-8,10, 
18-24 



1-10, 
18-24 



1-10, 
18-24 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik defintert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mtindliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oderandere Ma3nahmen bezleht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem Internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht v^/orden ist 



' Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundetiegenden Prinzips Oder der thr zugrundeliegenden 
Theorle angegeben Ist 

" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

" Veroffentlichung, die Mitglled derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

18. August 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

0 9; 09. 99 


Name und Postanschrift der Internationalen Rechsrchenbehorde 
Europalsches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan2 
NL - 2280 HV Rijswiik 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevoltmachtlgter Bediensteter 

Hillenbrand, G 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLtCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teiie 



Betr. Anspruch Nr. 



RUI SOUSA ET AL: "SINGLE CRYSTALS OF A 
CHIMERIC T7/T3 RNA POLYMERASE WITH T3 
PROMOTER SPECIFICITY" 
JOURNAL OF CRYSTAL GROWTH, 
Bd. 122, Nr. 1 / 04, 
2. August 1992 (1992-08-02), Seiten 
366-374, XP000306506 
ISSN: 0022-0248 
das ganze Dokument 

EP 0 482 714 A (EASTMAN KODAK CO) 
29. April 1992 (1992-04-29) 
das ganze Dokument 



1,3,24 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben 2u Veroffentlichungt^^^^ur selben Patenttamiiie gehoren 



riationaies Aktenzeichen 



/EP 99/01674 



Im Recherchenbericht 


Datum der 


Mitglied(er) der 


Datum der 


angefiihrtes Patentdokument 


Veroffentli Chung 


Patentfamilie 


Veroffentlichung 



EP 0892058 



20-01-1999 



WO 9729209 
US 5466591 



A 
A 



14-08-1997 
14-11-1995 



CA 


2240570 


A 


09- 


01- 


1999 


KEINE 


US 


5079352 


A 


07- 


01- 


1992 


US 


4889818 


A 


26- 


12- 


1989 


US 


5322770 


A 


21- 


06- 


1994 


US 


5795762 


A 


18- 


■08- 


1998 


AT 


181106 


T 


15- 


-06- 


1999 


AU 


691374 


B 


14- 


■05- 


1998 


AU 


4086896 


A 


26- 


-04- 


1996 


AU 


663474 


B 


12- 


■10- 


1995 


AU 


8668891 


A 


28- 


■04- 


1992 


CA 


2090614 


A 


29- 


■03- 


1992 


OF 


69131321 


D 


15- 


-07- 


1999 


EP 


0550687 


A 


14- 


■07- 


1993 


EP 


0894860 


A 


03- 


■02- 


1999 


JP 


10004985 


A 


13- 


■01- 


1998 


JP 


10004965 


A 


13- 


-01- 


1998 


JP 


10000095 


A 


06- 


-01- 


1998 


JP 


2709311 


B 


04- 


-02- 


1998 


WO 


9206200 


A 


16- 


-04- 


■1992 


US 


5405774 


A 


11- 


-04- 


■1995 


us 


5455170 


A 


03- 


-10- 


-1995 


us 


5674738 


A 


07- 


-10- 


•1997 


AU 


658378 


B 


13- 


-04- 


■1995 


AU 


8907791 


A 


28- 


-04- 


-1992 


CA 


2092317 


A 


29- 


-03- 


■1992 


EP 


0550696 


A 


14- 


-07- 


-1993 


JP 


2582980 


B 


19- 


-02- 


■1997 


JP 


6504196 


T 


19- 


-05- 


•1994 


WO 


9206202 


A 


16- 


-04- 


-1992 


US 


5310652 


A 


10- 


-05- 


■1994 


US 
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(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 
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Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemafB Artikel 36 ubermittelt. 
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und/oder Zeichnungen. die geandert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
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Diese Aniagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 
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I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichttich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI S Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
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Internationales Aktenzelchen PCT/EP99/01 674 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglich eingereicht" undsind ihm 
nicht beigefugt, weil sie l<eine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-33 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 -16 eingegangen am 



1 4/04/2000 mit Schreiben vom 1 3/04/2000 



Zeichnungen, Blatter: 

1-31 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr; 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Off enbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (G A) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 
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2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefiihrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und /Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 



siehe Beiblatt 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/01674 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Relevante Dokumente: 

D 1 : WO 97 29209 A (HARVARD COLLEG E) 1 4. August 1 997 

D2: US-A-5 466 591 (GELFAND DAVID H ET AL) 14. November 1995 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkelt; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

Neuheit (Artikel 33.2 PCT): 

Im Hinblick auf die oben genannten Dokumente D1-D2 kann dem Gegenstand der 
Anspruche 1-16 die erforderliche Neuheit zuerkannt werden. 

Das Dokument D1 beschreibt das Einbringen einer Thioredoxin Bindestelle in E.coli 
DNA Polymerase I, jedoch kein Austauschen von Exonuklease Domanen. D1 
beschreibt keine Chimaren, die Polymeraseaktivitat und 3'-Exonukleaseaktivitat 
aufweisen, wobei die Domanen, die diese Aktivitat aufweisen aus unterschiedlichen 
Polymerasen stammen. 

D2 beschreibt bereits Polymerasechimare aus Tma-DNA Polymerase und Taq-DNA 
Polymerase, die z.B. die 5'-3'-Polymerasektivitat von Taq und die 3*-5'- 
Exonukleaseaktivitat von Tma-DNA Polymerase aufweisen (siehe Spalte 14, Absatz 
2). Die in D2 beschriebenen Chimaren entsprechen jedoch nicht im wesentlichen der 
SEQ ID NO: 8, 10 Oder 12, da im Gegensatz zu D2 in der vorliegenden Anmeldung 
der Schnitt nicht zwischen den beiden Domanen gesetzt wurde. 



Erfinderische Tatigkeit (Artikel 33.3 PCT): 



Der Gegenstand der Anspruche 1-16 verfugt auch uber die erforderliche 
erfinderische Tatigkeit da uberraschenderweise gezeigt werden konnte, daB die 
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# 

Internationales Aktenzeictien PCT/EP99/01674 



beanspruchten Chimaren thermostabiler sind als die Chimaren von D2, bei denen 
genau zwischen den Domanen geschnitten wurde (siehe das Beispiei 4 in der 
Anmeldung). 

Zu Punkt VI 

Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regei 70.10) 

Anmelde Nr. Veroffentlichungsdatum Anmeldedatum 

Patent Nr. (TagMonaVJahr) (Tag/Monat/Jahr) 

EPO 892058 20.01.1999 03.07.1998 



Prioritatsdatum 
(zu Recht beansprucht) 
(Tag/Monat/Jahr) 

09.07.1997 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Der nunmehr verwendete neue Ausdruck "im wesentlichen" in den Anspruchen 1- 
nicht ausreichend klar und es ist zudem fraglicii ob dieser Ausdruck durch 
urspriingiiche Beschreibung gestutzt wird (Einwand unter Artikel 6 PCT). 



M 4-04-2000 



EP 009901674 




• ♦ • • • 
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Patentanspriiche 



4894/OOAVO-KjI 



1 ) Polymerasenchimare zusammengesetzt aus fimktioneUen Aminosaurefragmenten von mindestens 
zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die funktionellen Aminosaurefragmente in der Poly- 
merasenchimare aktiv sind und, wobei die Polymeraseaktivitat aufweisende Domane von der er- 
sten Polymerase stammt und die 3'-5*-Exonukleaseaktivitat aufweisende Domane von der zweiten 
Polymerase stammt und wobei die Aminosauresequenz der Polymerasenchimare im wesenthchen 
der SEQ ID NO: 8 entspricht 

2) Polymerasenchimare zusammengesetzt aus fimktioneUen Aminosaurefragmenten von mindestens 
zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die fimktioneUen Aminosaurefragmente in der Poly- 
merasenchimare aktiv sind und, wobei die Polymeraseaktivitat aufweisende Domane von der er- 
sten Polymerase stammt und die 3*"5'-Exonukleaseaktivitat aufweisende Domane von der zweiten 
Polymerase stammt und wobei die Aminosauresequenz der Polymerasenchimare im wesentUchen 
der SEQ ID NO: 10 entspricht. 

3) Polymerasenchimare zusammengesetzt aus fimktioneUen Aminosaurefragmenten von mindestens 
zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die fimktioneUen Aminosaurefragmente in der Poly- 
merasenchimare aktiv sind und, wobei die Polymeraseaktivitat aufweisende Domane von der er- 
sten Polymerase stammt und die 3'-5'-Exonukleaseaktivitat aufweisende Domane von der zweiten 
Polymerase stammt und wobei die Aminosauresequenz der Polymerasenchimare im wesentUchen 
der SEQ ID NO: 12 entspricht 

4) Polymerasenchimare gemafi emem der Anspriiche 1-3, wobei Chimare zusatzlich RT-Aktivitat 
aufweist 

5) Polymerasenchimare gemafi einem der Anspriiche 1-4, wobei in die Aminosauresequenz der 
Chimare Histin-tag eingebaut wurden. 

6) DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi einem der Anspriiche 1-5. 

7) DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ ID NO: 2. 



8) DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ ID NO: 4. 



I_489400w}J000413^epa,doc 



EP 009901674 
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-5- 

9) DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ ID NO: 6. 

10) Vektor enthalten eine DNA-Sequenz gemafi der Anspriiche 6-9. 

11) TransformierteZdle, die den Vektor gemafi Anspnich 10 enthalL 

12) Verfehr^ zur HersteHung der Polymerasenchimaren gemafi einem der Anspriiche 1-5, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Verfehren die folgenden Schritte umfafit: 

- Planung von Varianten mit Hilfe von AminosauresequenzaUgmnents. von 3D-Modellen oder 
mit Hilfe von experimentell ermittdten 3D-Strvikturen 

- gentechnische Hersteflung der Domanenaustauschvarianten 

- Legierung der DNA-Fragmente in Ausgangsvektoren 

- Expression der Chimaren in einem Wirt, der durch DNA-Fr^ent tragenden Vektoren 
transformiert wurde 

- Aufreinigung der exprimierten Polymerasenchimare 

13) Verwendung der Polymerasenchimaren gemafi einem der Anspriiche 1-5 zu POL 

14) Verwendung der Polymerasenchimare gemafi einem der Anspriiche 1-5 zur Sequenzierung von 
DNA-Fragmenten. 

15) Verwendung der Polymerasenchimare gemafi einem der Anspriiche 1-5 zur RT-PCR ausgehend 
von einem RNA-template. 

16) Kit enthaltend eine Polymerasenchimare gemafi einem der Anspriiche 1-5. 
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Abb. 17/3 

chimera EAPYEEKDIVKEIVKREMENAVALKVPLWEVKEGLNWYENKI 

tne . rse EVPNEEKDALVELVKDRMTNWKLSVPLEVDVTIGKTWS 

, i<f. . ath . rse EAPYEEKDIVKEIVKREMENAVALKVPLWEVKEGLNWYENKI 

' ^ DP01_ECOLI EVHKDDVDAVAKQIHQLMENCTRLDVPLLVEVGSGENWDQAH- 
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Abbildung 18/1: 

SEQIDNo.:, 19 
SEQ ID No.: 20 
SEQ ID No.: 21 
SEQ ID NO.: 22 

TNE UP 5' CTG ACC ATG GCG AGA CTA TTT CTC TTT G -3' 
TNE LOW 5' TCT GTC GAC CTT CAC ACC GTT CAG TTC CAT CC -3' 
ATH UP 5' - AAG GTC GAC AGA GAT GCC CTC ATC CAA TAT ACC -3' 
ATH LOW 5' - TAG CAA GCT TCT ATT TTG TCT CAT ACC AGT -3' 

A. 

Kreuzungspunkt 1 

SEQ ID No.: 23 
SEQ ID No.: 24 
SEQ ID No.: 25 

chimera 3 lEMPLVSVLARMELNGV ! KVDRDALIQYTKEIENKILKLETQIYQIAGEWFNINSPKQLSY 

tne. rse lEMPLVSVLARMELNGV i YVDTEFLKKLSEEYGKKLEELAEEIYRIAGEPFNINSPKQVSR 

ath.rse_ lERPLIPVLYEMEKTGF | KVDRDALIQYTKEIENKILKLETQIYQIAGEWFNINSPKQLSY 

B. 

SEQ ID No.: 19 
SEQ ID No.: 26 
SEQ ID No.: 27 

5' ctg acc ATG GCG AGA CTA TTT CTC TTT G -3' 

TNEUP I > 

ATG GCG AGA CTA TTT CTC TTT GAT GGA 27 
MARLFLFDG 9 

1 



SEQ ID No.: 28 
SEQ ID No.: 29 
SEQ ID No.: 20 
SEQ ID No.: 21 
SEQ ID No.: 30 
SEQ ID No.: 31 

1512 CGG ATG GAA CTG AAC GGT GTG TAC GTG GAC ACA GAG TTC CTG AAG AAA CTC 1563 
505 RMELNGVYVDTEFLKKL 521 
3'CC CAT CTT GAC TTG CCA CAC ctt CAg cTG TcT 5' 

< „=^:^::,^^^^^====j TNELOW 

"Sal I site " 

ATHUP 1=====^=^=====^===^=^ > 

5' AAG Gtc Gac AGA GAT GCC CTC ATC CAA TAT ACC -3' 
1387 ATG GAA AAA ACA GGA TTT AAG GTG GAT AGA GAT GCC CTC ATC CAA TAT ACC 1435 

463 MEKTGFKVDRDALIQYT 479 
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Abbildung 18/2: 

SEQ ID No.: 32 
SEQ ID No.: 33 
SEQ ID No.: 22 

252 6 GGA CTG AAC TGG TAT GAG ACA AAA TAG 2553 
843 GLNWYETK* 

3'TG ACC ATA CTC TGT TTT ATC ttcgaacgat 5' 

< 1 ;^'pHLOW 
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Abbildung 19: 

SEQ ID No.: 34 
SEQ ID No.: 35 
SEQ ID No.: 36 

KreuzunasDunkt 2 

c.nimera S IMEPLVSVLARMELNGVYVDTEFLKKLSEEYGKKLEELAEEIYRIAGEPFNINSPKQVS I R 

tne.rse lEMPLVSVLARMELNGVYVDTEFLKKLSEEYGKKLEELAEEI YRIAGEPFNINSPKQVS I R 

3th. rse ierplipvlyemektgfkvdrdaliqytkeienkilkletqiyqiagewfninspkqlsIr 

A. 

TNE Polymerase Nucleotidsequenz 1642-1689 

SEQ ID No.: 37 
SEQ ID No.: 38 

Bam HI site 



164 2 TCA CCG AAG GAG GTT TCA AGG ATC CTT TTT GAA AAA CTC GGC ATA AA^ 168 9 
S P K Q V 3 R : L F E K L G I K 563 

SEQ ID No.: 39 
SEQ ID No.: 40 
SEQ ID No.: 41 
SEQ ID No.: 42 

ATH Polyerase Nucleotidsequenz 1513 - 1560 

1513 TCA CCG AAA CAG CTT TCT TAC ATT TTG TTT GAA AAG CTA AAA CTT CCT 1560 
505 S P K Q L S Y I L F E K L K L P 520 

5'CA CCG AAA CAG CTT TCT agg ate cTG TTT GAA AAG CTA AAA CTT CCT G 3' 



3'GT GGC TTT GTC GAA AGA tec tag gAC AAA CTT TTC GAT TTT GAA GGA C 5' 
< ^2 I 

B. 
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Abbildung 21 : 
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Abbilduns 21 



Vergleich der Reverse-Transcriptase-Aktivitat der 
Tne/Ath-Hybridpolymerasen mit Tth- und C. therm. 

Polymerase 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

( i ) ANMELDER : 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof ers t r . 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 06217595482 

(H) TELEFAX: 06217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Polymerasenchimaeren 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 14 

(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2733 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 6 0 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 12 0 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 18 0 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 24 0 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 3 00 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 36 0 



GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 42 0 
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AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 54 0 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 

GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 72 0 

CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 84 0 

CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 9 00 

GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA TGAAGAAACA 96 0 

CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCCGGTAT TTGCATTTGA TACCGAAACC 102 0 

GAGAGGCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC 10 8 0 

GTAGCGGCAT ATATTCCGGT TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCGC 1140 

GAGCGTGCAC TCGAGTTGCT AAAACCGCTG CTGGAAGATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 12 00 

CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATTCTG GCGAACTACG GCATTGAACT GCGTGGGATT 1260 

GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCG TTGCCGGGCG TCACGATATG 13 2 0 

GACAGCCTCG CGGAACGTTG GTTGAAGCAC AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGT 13 8 0 

AAAGGCAAAA ATCAACTGAC CTTTAACCAG ATTGCCCTCG AAGAAGCCGG ACGTTACGCC 144 0 

GCCGAAGATG CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 15 00 

CACGAGAGGC TCCTTTGGCT TTACCGGGAG GTGGAGAGGC CCCTTTCCGC TGTCCTGGCC 156 0 

CACATGGAGG CCACGGGGGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG 162 0 

GTGGCCGAGG AGGTCGCCCG CCTCGAGGCC GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC 1680 

AACCTCAACT CCCGGGACCA GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC 174 0 

ATCGGCAAGA CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 18 00 

CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC CAAGCTGAAG 186 0 

AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA GGACGGGCCG CCTCCACACC 1920 
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CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG 19 8 0 
AACATCCCCG TCCGCACCCC GCTTGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG 2 04 0 
GGGTGGCTAT TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 2100 
TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA CACGGAGACC 2160 
GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC CCCTGATGCG CCGGGCGGCC 2 22 0 
AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA 22 8 0 
GCCATCCCTT ACGAGGAGGC CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG 23 4 0 
GTGCGGGCCT GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 24 0 0 
CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG CGTGCGGGAG 2460 
GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA CCGCCGCCGA CCTCATGAAG 2 52 0 
CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG 25 8 0 
GTCCACGACG AGCTGGTCCT CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG 2 64 0 
GCCAAGGAGG TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 2 7 00 
ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 2 73 3 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2733 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 6 0 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 12 0 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 18 0 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 24 0 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 3 00 
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GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 36 0 
GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 42 0 
AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 4 80 
GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 54 0 
ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 
GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 
GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 72 0 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 78 0 
GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 84 0 
CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 
GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA TGAAGAAACA 960 
CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCCGGTAT TTGCATTTGA TACCGAAACC 102 0 
GACAGCCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC 108 0 
GTAGCGGCAT ATATTCCGGT TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCGC 114 0 
GAGCGTGCAC TCGAGTTGCT AAAACCGCTG CTGGAAGATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 12 0 0 
CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATTCTG GCGAACTACG GCATTGAACT GCGTGGGATT 12 6 0 
GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCG TTGCCGGGCG TCACGATATG 13 2 0 
GACAGCCTCG CGGAACGTTG GTTGAAGCAC AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGT 13 8 0 
AAAGGCAAAA ATCAACTGAC CTTTAACCAG ATTGCCCTCG AAGAAGCCGG ACGTTACGCC 144 0 
GCCGAAGATG CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 150 0 
CACAAAGGGC CGTTGAACGT CTTCGAGAAT ATCGAAATGC CGCTGGTGCC GGTGCTTTCA 156 0 
CGCATTGAAC GTAACGGTGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG 162 0 
GTGGCCGAGG AGATCGCCCG CCTCGAGGCC GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC 16 80 
AACCTCAACT CCCGGGACCA GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC 174 0 
ATCGGCAAGA CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 18 0 0 
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CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC CAAGCTGAAG 18 6 0 
AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA GGACGGGCCG CCTCCACACC 192 0 
CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG 198 0 
AACATCCCCG TCCGCACCCC GCTTGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG 2 04 0 
GGGTGGCTAT TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 210 0 
TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA CACGGAGACC 216 0 
GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC CCCTGATGCG CCGGGCGGCC 222 0 
AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA 22 8 0 
GCCATCCCTT ACGAGGAGGC CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG 23 4 0 
GTGCGGGCCT GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 24 0 0 
CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG CGTGCGGGAG 24 6 0 
GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA CCGCCGCCGA CCTCATGAAG 252 0 
CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG 2 58 0 
GTCCACGACG AGCTGGTCCT CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG 2 64 0 
GCCAAGGAGG TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 2 7 00 
ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 2 73 3 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2727 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 6 0 
ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 12 0 



TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 18 0 
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GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 24 0 
GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 3 00 
GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 3 60 
GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 42 0 
AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 
GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 54 0 
ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 
GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 
GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 72 0 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 
GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 84 0 
CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 90 0 
GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT GGATACAGAA TAGTGAAAGA CCTGGTGGAA 96 0 
TTTGAAAAAC TCATAGAGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT TCGCCATAGA TCTTGAGACG 102 0 
TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT GTCGGTATCT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG 1080 
GAAGCGTACT ACATACCACT CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCTGGATGA AAAAGAAGTT 114 0 
CTGAAAAAGC TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 12 0 0 
AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG GGTGTTGAAC CTGTCCCTCC TCACTTCGAC 12 6 0 
ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCCG AACGAAAAGA AGTTCAATCT GGACGATCTC 132 0 
GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAAATGACC TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT 13 8 0 
CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT 144 0 
GAAGATGCCG ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGAG 15 0 0 
AGGCTCCTTT GGCTTTACCG GGAGGTGGAG AGGCCCCTTT CCGCTGTCCT GGCCCACATG 156 0 
GAGGCCACGG GGGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC 162 0 
GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC 16 8 0 
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AACTCCCGGG ACCAGCTGGA AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC 174 0 
AAGACGGAGA AGACCGGCAA GCGCTCCACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG 180 0 
GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT GAAGAGCACC 186 0 
TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG GCCGCCTCCA CACCCGCTTC 1920 
AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC 198 0 
CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG 2 04 0 
CTATTGGTGG CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 210 0 
GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA GACCGCCAGC 216 0 
TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA TGCGCCGGGC GGCCAAGACC 222 0 
ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC 22 8 0 
CCTTACGAGG AGGCCCAGGC CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG 23 4 0 
GCCTGGATTG AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 24 0 0 
GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG GGAGGCGGCC 24 60 
GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACCGCCG CCGACCTCAT GAAGCTGGCT 252 0 
ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC 2580 
GACGAGCTGG TCCTGGAGGC CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG 264 0 
GAGGTCATGG AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 270 0 
GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 2 72 7 

( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2727 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 4: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 6 0 
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ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 12 0 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 18 0 
GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 24 0 
GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 3 00 
GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 3 60 
GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 42 0 
AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 48 0 
GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 54 0 
ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 6 00 
GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 
GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 72 0 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 
GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 84 0 
CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 90 0 
GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT GGATACAGAA TAGTGAAAGA CCTGGTGGAA 96 0 
TTTGAAAAAC TCATAGAGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT TCGCCATAGA TCTTGAGACG 102 0 
TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT GTCGGTATCT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG 108 0 
GAAGCGTACT ACATACCACT CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCTGGATGA AAAAGAAGTT 114 0 
CTGAAAAAGC TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 12 00 
AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG GGTGTTGAAC CTGTCCCTCC TCACTTCGAC 1260 
ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCCG AACGAAAAGA AGTTCAATCT GGACGATCTC 13 20 
GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAAATGACC TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT 13 8 0 
CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT 144 0 
GAAGATGCAG ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGCA 1500 
GATCTGGAGA ACGTGTTCTA CAAGATAGAA ATGCCTCTTG TGAGCGTGCT TGCACGGATG 156 0 
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GAACTGAACG GTGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC 162 0 
GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC 16 8 0 
AACTCCCGGG ACCAGCTGGA AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC 174 0 
AAGACGGAGA AGACCGGCAA GCGCTCTACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG 18 0 0 
GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT GAAGAGCACC 186 0 
TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG GCCGCCTCCA CACCCGCTTC 192 0 
AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC 198 0 
CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG 2040 
CTATTGGTGG CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 2100 
GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA GACCGCCAGC 216 0 
TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA TGCGCCGGGC GGCCAAGACC 222 0 
ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC 22 8 0 
CCTTACGAGG AGGCCCAGGC CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG 234 0 
GCCTGGATTG AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 24 0 0 
GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG GGAGGCGGCC 24 60 
GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACCGCCG CCGACCTCAT GAAGCTGGCT 25 2 0 
ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC 25 80 
GACGAGCTGG TCCTGGAGGC CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG 2 64 0 
GAGGTCATGG AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 27 00 
GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 272 7 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 5: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2850 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



• 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 6 0 
ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 12 0 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 18 0 
GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 24 0 
GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 3 00 
GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 3 60 
GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 42 0 
AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 4 80 
GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 54 0 
ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 6 00 
GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 
GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 72 0 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 78 0 
GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 
CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 
GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCATCCA GCAGTTGTGG ACATCTTCGA ATACGATATT 960 
CCATTTGCAA AGAGATACCT CATCGACAAA GGCCTAATAC CAATGGAGGG GGAAGAAGAG 102 0 
CTAAAGATTC TTGCCTTCGA TATAGAAACC CTCTATCACG AAGGAGAAGA GTTTGGAAAA 108 0 
GGCCCAATTA TAATGATTAG TTATGCAGAT GAAAATGAAG CAAAGGTGAT TACTTGGAAA 114 0 
AACATAGATC TTCCATACGT TGAGGTTGTA TCAAGCGAGA GAGAGATGAT AAAGAGATTT 120 0 
CTCAGGATTA TCAGGGAGAA GGATCCTGAC ATTATAGTTA CTTATAATGG AGACTCATTC 12 60 
GACTTCCCAT ATTTAGCGAA AAGGGCAGAA AAACTTGGGA TTAAATTAAC CATTGGAAGA 132 0 
GATGGAAGCG AGCCCAAGAT GCAGAGAATA GGCGATATGA CGGCTGTAGA AGTCAAGGGA 13 8 0 
AGAATACATT TCGACTTGTA TCATGTAATA ACAAGGACAA TAAATCTCCC AACATACACA 144 0 



wo 99/47649 



PCT/EP99/01674 



1i 

CTAGAGGCTG TATATGAAGC AATTTTTGGA AAGCCAAAGG 
ATAGCAAAAG CCTGGGAAAG TGGAGAGAAC CTTGAGAGAG 
GATGCAAAGG CAACTTATGA ACTCGGGAAA GAATTCCTTC 
GAGAGGCTCC TTTGGCTTTA CCGGGAGGTG GAGAGGCCCC 
ATGGAGGCCA CGGGGGTGCG CCTGGACGTG GCCTATCTCA 
GCCGAGGAGA TCGCCCGCCT CGAGGCCGAG GTCTTCCGCC 
CTCAACTCCC GGGACCAGCT GGAAAGGGTC CTCTTTGACG 
GGCAAGACGG AGAAGACCGG CAAGCGCTCC ACCAGCGCCG 
GAGGCCCACC CCATCGTGGA GAAGATCCTG CAGTACCGGG 
ACCTACATTG ACCCCTTGCC GGACCTCATC CACCCCAGGA 
TTCAACCAGA CGGCCACGGC CACGGGCAGG CTAAGTAGCT 
ATCCCCGTCC GCACCCCGCT TGGGCAGAGG ATCCGCCGGG 
TGGCTATTGG TGGCCCTGGA CTATAGCCAG ATAGAGCTCA 
GGCGACGAGA ACCTGATCCG GGTCTTCCAG GAGGGGCGGG 
AGCTGGATGT TCGGCGTCCC CCGGGAGGCC GTGGACCCCC 
ACCATCAACT TCGGGGTCCT CTACGGCATG TCGGCCCACC 
ATCCCTTACG AGGAGGCCCA GGCCTTCATT GAGCGCTACT 
CGGGCCTGGA TTGAGAAGAC CCTGGAGGAG GGCAGGAGGC 
TTCGGCCGCC GCCGCTACGT GCCAGACCTA GAGGCCCGGG 
GCCGAGCGCA TGGCCTTCAA CATGCCCGTC CAGGGCACCG 
GCTATGGTGA AGCTCTTCCC CAGGCTGGAG GAAATGGGGG 
CACGACGAGC TGGTCCTCGA GGCCCCAAAA GAGAGGGCGG 
AAGGAGGTCA TGGAGGGGGT GTATCCCCTG GCCGTGCCCC 
GGGGAGGACT GGCTCTCCGC CAAGGAGTGA 



AGAAGGTATA CGCCGACGAG 15 00 
TTGCCAAATA CTCGATGGAA 15 6 0 
CAATGGAAAT TCAGCTTTCA 162 0 
TTTCCGCTGT CCTGGCCCAC 16 8 0 
GGGCCTTGTC CCTGGAGGTG 174 0 
TGGCCGGCCA CCCCTTCAAC 1800 
AGCTAGGGCT TCCCGCCATC 186 0 
CCGTCCTGGA GGCCCTCCGC 192 0 
AGCTCACCAA GCTGAAGAGC 1980 
CGGGCCGCCT CCACACCCGC 2 04 0 
CCGATCCCAA CCTCCAGAAC 2100 
CCTTCATCGC CGAGGAGGGG 216 0 
GGGTGCTGGC CCACCTCTCC 222 0 
ACATCCACAC GGAGACCGCC 2280 
TGATGCGCCG GGCGGCCAAG 234 0 
GCCTCTCCCA GGAGCTAGCC 24 0 0 
TTCAGAGCTT CCCCAAGGTG 24 6 0 
GGGGGTACGT GGAGACCCTC 252 0 
TGAAGAGCGT GCGGGAGGCG 258 0 
CCGCCGACCT CATGAAGCTG 2 64 0 
CCAGGATGCT CCTTCAGGTC 27 00 
AGGCCGTGGC CCGGCTGGCC 2 76 0 
TGGAGGTGGA GGTGGGGATA 282 0 

2850 
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(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO : 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2949 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 6: 

ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 6 0 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 12 0 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 18 0 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 24 0 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 42 0 

AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 54 0 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 6 00 

GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 66 0 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 72 0 

CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 78 0 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 84 0 

CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 

GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCGTTAGA GAACATCCAG CAGTTGTGGA CATCTTCGAA 960 

TACGATATTC CATTTGCAAA GAGATACCTC ATCGACAAAG GCCTAATACC AATGGAGGGG 102 0 

GAAGAAGAGC TAAAGATTCT TGCCTTCGAT ATAGAAACCC TCTATCACGA AGGAGAAGAG 10 80 

TTTGGAAAAG GCCCAATTAT AATGATTAGT TATGCAGATG AAAATGAAGC AAAGGTGATT 114 0 
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ACTTGGAAAA ACATAGATCT TCCATACGTT GAGGTTGTAT CAAGCGAGAG AGAGATGATA 12 00 
AAGAGATTTC TCAGGATTAT CAGGGAGAAG GATCCTGACA TTATAGTTAC TTATAATGGA 12 6 0 
GACTCATTCG ACTTCCCATA TTTAGCGAAA AGGGCAGAAA AACTTGGGAT TAAATTAACC 132 0 
ATTGGAAGAG ATGGAAGCGA GCCCAAGATG CAGAGAATAG GCGATATGAC GGCTGTAGAA 13 8 0 
GTCAAGGGAA GAATACATTT CGACTTGTAT CATGTAATAA CAAGGACAAT AAATCTCCCA 144 0 
ACATACACAC TAGAGGCTGT ATATGAAGCA ATTTTTGGAA AGCCAAAGGA GAAGGTATAC 1500 
GCCGACGAGA TAGCAAAAGC CTGGGAAAGT GGAGAGAACC TTGAGAGAGT TGCCAAATAC 156 0 
TCGATGGAAG ATGCAAAGGC AACTTATGAA CTCGGGAAAG AATTCCTTCC AATGGAAATT 162 0 
CAGCTTTCAA GATTAGTTGG ACAACCTTTA TGGGATGTTT CAAGGTCAAG CACAGGGAAC 16 8 0 
CTTGTAGAGT GGTTCTTACT TAGGAAAGCC TACGAAAGAA ACGAAGTAGC TCCAAACAAG 174 0 
CCAAGTGAAG AGGAGTATCA AAGAAGGCTC AGGGAGAGCT ACACAGGTGG ATTCGTGCGC 18 00 
CTGGACGTGG CCTATCTCAG GGCCTTGTCC CTGGAGGTGG CCGAGGAGAT CGCCCGCCTC 18 6 0 
GAGGCCGAGG TCTTCCGCCT GGCCGGCCAC CCCTTCAACC TCAACTCCCG GGACCAGCTG 192 0 
GAAAGGGTCC TCTTTGACGA GCTAGGGCTT CCCGCCATCG GCAAGACGGA GAAGACCGGC 198 0 
AAGCGCTCCA CCAGCGCCGC CGTCCTGGAG GCCCTCCGCG AGGCCCACCC CATCGTGGAG 2 04 0 
AAGATCCTGC AGTACCGGGA GCTCACCAAG CTGAAGAGCA CCTACATTGA CCCCTTGCCG 210 0 
GACCTCATCC ACCCCAGGAC GGGCCGCCTC CACACCCGCT TCAACCAGAC GGCCACGGCC 2160 
ACGGGCAGGC TAAGTAGCTC CGATCCCAAC CTCCAGAACA TCCCCGTCCG CACCCCGCTT 222 0 
GGGCAGAGGA TCCGCCGGGC CTTCATCGCC GAGGAGGGGT GGCTATTGGT GGCCCTGGAC 22 8 0 
TATAGCCAGA TAGAGCTCAG GGTGCTGGCC CACCTCTCCG GCGACGAGAA CCTGATCCGG 234 0 
GTCTTCCAGG AGGGGCGGGA CATCCACACG GAGACCGCCA GCTGGATGTT CGGCGTCCCC 240 0 
CGGGAGGCCG TGGACCCCCT GATGCGCCGG GCGGCCAAGA CCATCAACTT CGGGGTCCTC 24 6 0 
TACGGCATGT CGGCCCACCG CCTCTCCCAG GAGCTAGCCA TCCCTTACGA GGAGGCCCAG 252 0 
GCCTTCATTG AGCGCTACTT TCAGAGCTTC CCCAAGGTGC GGGCCTGGAT TGAGAAGACC 258 0 
CTGGAGGAGG GCAGGAGGCG GGGGTACGTG GAGACCCTCT TCGGCCGCCG CCGCTACGTG 2 64 0 
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CCAGACCTAG AGGCCCGGGT GAAGAGCGTG CGGGAGGCGG CCGAGCGCAT GGCCTTCAAC 2 70 0 
ATGCCCGTCC AGGGCACCGC CGCCGACCTC ATGAAGCTGG CTATGGTGAA GCTCTTCCCC 2 76 0 
AGGCTGGAGG AAATGGGGGC CAGGATGCTC CTTCAGGTCC ACGACGAGCT GGTCCTCGAG 2 82 0 
GCCCCAAAAG AGAGGGCGGA GGCCGTGGCC CGGCTGGCCA AGGAGGTCAT GGAGGGGGTG 288 0 
TATCCCCTGG CCGTGCCCCT GGAGGTGGAG GTGGGGATAG GGGAGGACTG GCTCTCCGCC 2 94 0 
AAGGAGTGA 

2949 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 910 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 

1 5 10 



15 



Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Glv Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val He 

75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 

Leu Ala Leu He Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 • 125 
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Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg He Leu Thr Ala Asp Lys 

150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg He His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu He Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly He Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala He Arg Glu Lys He Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Tyr Asp Asn Tyr Val Thr He Leu Asp Glu Glu Thr 
305 310 315 320 

Leu Lys Ala Trp He Ala Lys Leu Glu Lys Ala Pro Val Phe Ala Phe 
325 330 335 

Asp Thr Glu Thr Asp Ser Leu Asp Asn He Ser Ala Asn Leu Val Gly 
340 345 350 

Leu Ser Phe Ala He Glu Pro Gly Val Ala Ala Tyr He Pro Val Ala 
355 360 365 

His Asp Tyr Leu Asp Ala Pro Asp Gin He Ser Arg Glu Arg Ala Leu 
370 375 380 

Glu Leu Leu Lys Pro Leu Leu Glu Asp Glu Lys Ala Leu Lys Val Gly 
385 390 395 4OO 
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Gin Asn Leu Lys Tyr Asp Arg Gly lie Leu Ala Asn Tyr Gly lie Glu 
405 410 415 

Leu Arg Gly lie Ala Phe Asp Thr Met Leu Glu Ser Tyr lie Leu Asn 
420 425 430 

Ser Val Ala Gly Arg His Asp Met Asp Ser Leu Ala Glu Arg Trp Leu 
435 440 445 

Lys His Lys Thr He Thr Phe Glu Glu He Ala Gly Lys Gly Lys Asn 
450 455 460 

Gin Leu Thr Phe Asn Gin He Ala Leu Glu Glu Ala Gly Arg Tyr Ala 
465 470 475 480 

Ala Glu Asp Ala Asp Val Thr Leu Gin Leu His Leu Lys Met Trp Pro 
485 490 495 

Asp Leu Gin Lys His Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu 
500 505 510 

Arg Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu Ala Thr Gly Val Arg 
515 520 525 

Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu 
530 535 540 

Val Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe 

550 555 560 

Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu 
565 570 575 

Gly Leu Pro Ala He Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr 
580 585 590 

Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro He Val Glu 
595 600 605 

Lys He Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr He 
610 615 620 

Asp Pro Leu Pro Asp Leu He His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr 
625 630 635 640 

Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp 
645 650 655 



Pro Asn Leu Gin Asn He Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg He 
660 665 670 



1? 
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Arg Arg Ala Phe He Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp 
S75 680 685 

Tyr Ser Gin He Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu 
690 695 700 

Asn Leu He Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp He His Thr Glu Thr 
■'^^ 710 715 720 

Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met 
725 730 735 

Arg Arg Ala Ala Lys Thr He Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser 
740 745 

Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala He Pro Tyr Glu Glu Ala Gin 
755 760 765 

Ala Phe He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp 
770 775 780 

He Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr 
■^^5 790 795 800 

Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys 
805 810 815 

Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin 
820 825 830 

Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro 
835 840 845 

Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu 
850 855 860 

Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu 

870 875 880 

Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu 
885 890 895 

Val Glu Val Gly He Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 910 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 910 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
{D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 8: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
15 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 

85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 

165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 



Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 
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Asn Leu Pro Gly Val 
210 

Leu Glu Glu Trp Gly 
225 

Leu Lys Pro Ala lie 
245 

Lys Leu Ser Trp Asp 
260 

Val Asp Phe Ala Lys 
275 

Phe Leu Glu Arg Leu 
290 

Leu Glu Ser Pro Tyr 
305 

Leu Lys Ala Trp lie 
325 

Asp Thr Glu Thr Asp 
340 

Leu Ser Phe Ala lie 
355 

His Asp Tyr Leu Asp 
370 

Glu Leu Leu Lys Pro 
385 

Gin Asn Leu Lys Tyr 
405 

Leu Arg Gly lie Ala 
420 

Ser Val Ala Gly Arg 
435 

Lys His Lys Thr lie 
450 



Lys Gly lie Gly Glu Lys 
215 

Ser Leu Glu Ala Leu Leu 
230 235 

Arg Glu Lys lie Leu Ala 

250 

Leu Ala Lys Val Arg Thr 
265 

Arg Arg Glu Pro Asp Arg 
280 

Glu Phe Gly Ser Leu Leu 
295 

Asp Asn Tyr Val Thr lie 
310 315 

Ala Lys Leu Glu Lys Ala 

330 

Ser Leu Asp Asn lie Ser 
345 

Glu Pro Gly Val Ala Ala 
360 

Ala Pro Asp Gin lie Ser 
375 

Leu Leu Glu Asp Glu Lys 
390 395 

Asp Arg Gly lie Leu Ala 

410 

Phe Asp Thr Met Leu Glu 
425 

His Asp Met Asp Ser Leu 
440 

Thr Phe Glu Glu lie Ala 
455 



Thr Ala Arg Lys Leu 
220 

Lys Asn Leu Asp Arg 

240 

His Met Asp Asp Leu 
255 

Asp Leu Pro Leu Glu 
270 

Glu Arg Leu Arg Ala 
285 

His Glu Phe Gly Leu 
300 

Leu Asp Glu Glu Thr 
320 

Pro Val Phe Ala Phe 
335 

Ala Asn Leu Val Gly 
350 

Tyr lie Pro Val Ala 
365 

Arg Glu Arg Ala Leu 
380 

Ala Leu Lys Val Gly 

400 

Asn Tyr Gly lie Glu 
415 

Ser Tyr lie Leu Asn 
430 

Ala Glu Arg Trp Leu 
445 

Gly Lys Gly Lys Asn 
460 



Gin Leu Thr Phe Asn Gin lie Ala Leu Glu Glu Ala Gly Arg Tyr Ala 
465 470 475 480 
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Ala Glu Asp Ala Asp 

485 

Asp Leu Gin Lys His 
500 

Met Pro Leu Val Pro 
515 

Leu Asp Val Ala Tyr 
530 

lie Ala Arg Leu Glu 
545 

Asn Leu Asn Ser Arg 

565 

Gly Leu Pro Ala lie 
580 

Ser Ala Ala Val Leu 
595 

Lys lie Leu Gin Tyr 
610 

Asp Pro Leu Pro Asp 
625 

Arg Phe Asn Gin Thr 

645 



20 

Val Thr Leu Gin Leu His 

490 

Lys Gly Pro Leu Asn Val 
505 

Val Leu Ser Arg lie Glu 
520 

Leu Arg Ala Leu Ser Leu 
535 

Ala Glu Val Phe Arg Leu 
550 555 

Asp Gin Leu Glu Arg Val 

570 

Gly Lys Thr Glu Lys Thr 
585 

Glu Ala Leu Arg Glu Ala 
600 

Arg Glu Leu Thr Lys Leu 
615 

Leu lie His Pro Arg Thr 
630 635 

Ala Thr Ala Thr Gly Arg 

650 



Leu Lys Met Trp Pro 
495 

Phe Glu Asn lie Glu 
510 

Arg Asn Gly Val Arg 
525 

Glu Val Ala Glu Glu 
540 

Ala Gly His Pro Phe 
560 

Leu Phe Asp Glu Leu 
575 

Gly Lys Arg Ser Thr 
590 

His Pro lie Val Glu 
605 

Lys Ser Thr Tyr lie 
620 

Gly Arg Leu His Thr 
640 

Leu Ser Ser Ser Asp 
655 



Pro Asn Leu Gin 
660 

Arg Arg Ala Phe 
675 

Tyr Ser Gin lie 
690 

Asn Leu lie Arg 
705 

Ala Ser Trp Met 



Arg Arg Ala Ala 
740 



Asn lie Pro Val 



lie Ala Glu Glu 
680 

Glu Leu Arg Val 
695 

Val Phe Gin Glu 
710 

Phe Gly Val Pro 
725 

Lys Thr lie Asn 



Arg Thr Pro Leu 
665 

Gly Trp Leu Leu 



Leu Ala His Leu 
700 

Gly Arg Asp lie 
715 

Arg Glu Ala Val 
730 

Phe Gly Val Leu 
745 



Gly Gin Arg lie 
670 

Val Ala Leu Asp 
685 

Ser Gly Asp Glu 



His Thr Glu Thr 
720 

Asp Pro Leu Met 
735 

Tyr Gly Met Ser 
750 
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Ala His Arg Leu 
755 

Ala Phe lie Glu 
770 

lie Glu Lys Thr 
785 

Leu Phe Gly Arg 



Ser Val Arg Glu 
820 

Gly Thr Ala Ala 
835 

Arg Leu Glu Glu 
850 

Leu Val Leu Glu 
865 

Ala Lys Glu Val 



Val Glu Val Gly 
900 



2t 

Ser Gin Glu Leu 
760 

Arg Tyr Phe Gin 
775 

Leu Glu Glu Gly 
790 

Arg Arg Tyr Val 
805 

Ala Ala Glu Arg 



Asp Leu Met Lys 
840 

Met Gly Ala Arg 
855 

Ala Pro Lys Glu 
870 

Met Glu Gly Val 
885 

lie Gly Glu Asp 




Ala lie Pro Tyr 



Ser Phe Pro Lys 
780 

Arg Arg Arg Gly 
795 

Pro Asp Leu Glu 
810 

Met Ala Phe Asn 
825 

Leu Ala Met Val 



Met Leu Leu Gin 
860 

Arg Ala Glu Ala 
875 

Tyr Pro Leu Ala 
890 

Trp Leu Ser Ala 
905 
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Glu Glu Ala Gin 
765 

Val Arg Ala Trp 



Tyr Val Glu Thr 
800 

Ala Arg Val Lys 
815 

Met Pro Val Gin 
830 

Lys Leu Phe Pro 
845 

Val His Asp Glu 



Val Ala Arg Leu 
880 

Val Pro Leu Glu 
895 

Lys Glu 
910 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 908 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp 
^5 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val 
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Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 

85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 

165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 

245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 



Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 
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Leu Glu Ser Pro 
305 

Phe Glu Lys Leu 



Asp Leu Glu Thr 
340 

lie Ser Val Ser 
355 

His Arg Asn Ala 
370 

Lys Glu lie Leu 
385 

Lys Phe Asp Tyr 



Pro His Phe Asp 
420 

Lys Lys Phe Asn 
435 

Met Thr Ser Tyr 
450 

Phe Ser Phe Ala 
465 

Glu Asp Ala Asp 



Leu His Glu Glu 
500 

Leu Ser Ala Val 
515 

Val Ala Tyr Leu 
530 

Arg Leu Glu Ala 
545 
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Pro Val Gly Tyr 
310 

lie Glu Lys Leu 
325 

Ser Ser Leu Asp 



Phe Lys Pro Lys 
360 

Gin Asn Leu Asp 
375 

Glu Asp Pro Gly 
390 

Lys Val Leu Met 
405 

Thr Met lie Ala 



Leu Asp Asp Leu 
440 

Gin Glu Leu Met 
455 

Asp Val Pro Val 
470 

lie Thr Tyr Arg 
485 

Arg Leu Leu Trp 



Leu Ala His Met 
520 

Arg Ala Leu Ser 
535 

Glu Val Phe Ara 




Arg lie Val Lys 
315 

Arg Glu Ser Pro 
330 

Pro Phe Asp Cys 
3.4 5 

Glu Ala Tyr Tyr 



Glu Lys Glu Val 
380 

Ala Lys lie Val 
395 

Val Lys Gly Val 
410 

Ala Tyr Leu Leu 
425 

Ala Leu Lys Phe 



Ser Phe Ser Ser 
460 

Glu Lys Ala Ala 
475 

Leu Tyr Lys lie 
490 

Leu Tyr Arg Glu 
505 

Glu Ala Thr Gly 



Leu Glu Val Ala 
540 

Leu Ala Glv His 
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Asp Leu Val Glu 
320 

Ser Phe Ala lie 
335 

Asp lie Val Gly 
350 

lie Pro Leu His 
365 

Leu Lys Lys Leu 



Gly Gin Asn Leu 
400 

Glu Pro Val Pro 
415 

Glu Pro Asn Glu 
430 

Leu Gly Tyr Lys 
445 

Pro Leu Phe Gly 



Asn Tyr Ser Cys 
480 

Leu Ser Leu Lys 
495 

Val Glu Arg Pro 
510 

Val Arg Leu Asp 
525 

Glu Glu lie Ala 



Pro Phe Asn Leu 
560 



Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu 
565 570 575 
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Pro Ala lie Gly 
580 

Ala Val Leu Glu 
595 

Leu Gin Tyr Arg 
610 

Leu Pro Asp Leu 
625 

Asn Gin Thr Ala 



Leu Gin Asn lie 
660 

Ala Phe lie Ala 
675 

Gin lie Glu Leu 
690 

lie Arg Val Phe 
705 

Trp Met Phe Gly 

Ala Ala Lys Thr 
740 

Arg Leu Ser Gin 
755 

lie Glu Arg Tyr 
770 

Lys Thr Leu Glu 
785 

Gly Arg Arg Arg 



Arg Glu Ala Ala 
820 



Lys Thr Glu Lys 



Ala Leu Arg Glu 
600 

Glu Leu Thr Lys 
615 

lie His Pro Arg 
630 

Thr Ala Thr Gly 
645 

Pro Val Arg Thr 



Glu Glu Gly Trp 
680 

Arg Val Leu Ala 
695 

Gin Glu Gly Arg 
710 

Val Pro Arg Glu 
725 

lie Asn Phe Gly 



Glu Leu Ala lie 
760 

Phe Gin Ser Phe 
775 

Glu Gly Arg Arg 
790 

Tyr Val Pro Asp 
805 

Glu Arg Met Ala 



Thr Gly Lys Arg 
585 

Ala His Pro lie 



Leu Lys Ser Thr 
620 

Thr Gly Arg Leu 
635 

Arg Leu Ser Ser 
650 

Pro Leu Gly Gin 
665 

Leu Leu Val Ala 



His Leu Ser Gly 
700 

Asp lie His Thr 
715 

Ala Val Asp Pro 
730 

Val Leu Tyr Gly 
745 

Pro Tyr Glu Glu 



Pro Lys Val Arg 
780 

Arg Gly Tyr Val 
795 

Leu Glu Ala Arg 
810 

Phe Asn Met Pro 
825 



Ser Thr Ser Ala 
590 

Val Glu Lys lie 
605 

Tyr lie Asp Pro 



His Thr Arg Phe 
640 

Ser Asp Pro Asn 
655 

Arg lie Arg Arg 
670 

Leu Asp Tyr Ser 
685 

Asp Glu Asn Leu 



Glu Thr Ala Ser 
720 

Leu Met Arg Arg 
735 

Met Ser Ala His 
750 

Ala Gin Ala Phe 
765 

Ala Trp lie Glu 



Glu Thr Leu Phe 
800 

Val Lys Ser Val 
815 

Val Gin Gly Thr 
830 



Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu 
835 840 845 
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Glu Glu Met Gly 
850 

Leu Glu Ala Pro 
865 

Glu Val Met Glu 



Val Gly lie Gly 
900 



25 

Ala Arg Met Leu 
855 

Lys Glu Arg Ala 
870 

Gly Val Tyr Pro 
885 

Glu Asp Trp Leu 



Leu Gin Val His 
860 

Glu Ala Val Ala 
875 

Leu Ala Val Pro 
890 

Ser Ala Lys Glu 
905 



Asp Glu Leu Val 



Arg Leu Ala Lys 
880 

Leu Glu Val Glu 
895 



[2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 908 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 10: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
15 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 

85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 



Leu Ala Leu 
115 



lie Lys 



Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
120 125 
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Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 3^4Q 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg He Leu Thr Ala Asp Lys 

150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg He His Val Leu His Pro Glu 
165 170 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly He Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 

230 235 240 

Leu Lys Pro Ala He Arg Glu Lys He Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Pro Val Gly Tyr Arg He Val Lys Asp Leu Val Glu 

310 315 320 

Phe Glu Lys Leu He Glu Lys Leu Arg Glu Ser Pro Ser Phe Ala He 
325 330 335 

Asp Leu Glu Thr Ser Ser Leu Asp Pro Phe Asp Cys Asp He Val Gly 
340 345 

He Ser Val Ser Phe Lys Pro Lys Glu Ala Tyr Tyr He Pro Leu His 
355 360 365 

His Arg Asn Ala Gin Asn Leu Asp Glu Lys Glu Val Leu Lys Lys Leu 
370 375 380 

Lys Glu He Leu Glu Asp Pro Gly Ala Lys He Val Gly Gin Asn Leu 

385 390 -5QC 

■3='^ 395 400 
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Lys Phe Asp Tyr Lys Val Leu Met Val Lys Gly Val Glu Pro Val Pro 

405 410 415 

Pro His Phe Asp Thr Met lie Ala Ala Tyr Leu Leu Glu Pro Asn Glu 
420 425 430 

Lys Lys Phe Asn Leu Asp Asp Leu Ala Leu Lys Phe Leu Gly Tyr Lys 
435 440 445 

Met Thr Ser Tyr Gin Glu Leu Met Ser Phe Ser Ser Pro Leu Phe Gly 
450 455 460 

Phe Ser Phe Ala Asp Val Pro Val Glu Lys Ala Ala Asn Tyr Ser Cys 
465 470 475 480 

Glu Asp Ala Asp lie Thr Tyr Arg Leu Tyr Lys lie Leu Ser Leu Lys 

485 490 495 

Leu His Glu Ala Asp Leu Glu Asn Val Phe Tyr Lys lie Glu Met Pro 
500 505 510 

Leu Val Ser Val Leu Ala Arg Met Glu Leu Asn Gly Val Arg Leu Asp 
515 520 525 

Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu lie Ala 
530 535 540 

Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu 
545 550 555 560 

Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu 

565 570 575 

Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala 
580 585 590 

Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu Lys lie 
595 600 605 

Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie Asp Pro 
610 615 620 

Leu Pro Asp Leu lie His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe 
625 630 635 640 

Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn 

645 650 655 



Leu Gin Asn lie Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie Arg Arg 
660 665 670 
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Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser 
675 680 685 

Gin lie Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu 
690 695 700 

lie Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr Ala Ser 
705 710 715 720 

Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg 

725 730 735 

Ala Ala Lys Thr lie Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His 
740 745 750 

Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe 
755 760 765 

lie Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp lie Glu 
770 775 780 

Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe 
785 790 795 800 

Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val 

805 810 815 

Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr 
820 825 830 

Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu 
835 840 845 

Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val 
850 855 860 

Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys 
865 870 875 880 

Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu 
885 890 895 



Val Gly lie Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 949 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 

^ 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
^° 25 30 

Leu val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 

55 60 

Ala Lys ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val He 

75 80 

Val val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 

105 

Leu Ala Leu He Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 



135 



Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 



155 



160 



Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg He His Val Leu Hi 



165 



170 



s Pro Glu 
175 



Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 

200 on^ 
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Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 

210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro His Pro Ala Val Val Asp lie Phe Glu Tyr Asp lie 
305 310 315 320 

Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu lie Asp Lys Gly Leu lie Pro Met Glu 
325 330 335 

Gly Glu Glu Glu Leu Lys lie Leu Ala Phe Asp lie Glu Thr Leu Tyr 
340 345 350 

His Glu Gly Glu Glu Phe Gly Lys Gly Pro lie lie Met lie Ser Tyr 
355 360 365 

Ala Asp Glu Asn Glu Ala Lys Val lie Thr Trp Lys Asn lie Asp Leu 
370 375 380 

Pro Tyr Val Glu Val Val Ser Ser Glu Arg Glu Met lie Lys Arg Phe 
385 390 395 400 

Leu Arg lie lie Arg Glu Lys Asp Pro Asp lie lie Val Thr Tyr Asn 
405 410 415 

Gly Asp Ser Phe Asp Phe Pro Tyr Leu Ala Lys Arg Ala Glu Lys Leu 
420 425 430 

Gly lie Lys Leu Thr lie Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro Lys Met Gin 
435 440 445 

Arg lie Gly Asp Met Thr Ala Val Glu Val Lys Gly Arg lie His Phe 
450 455 460 



Asp Leu Tyr His Val lie Thr Arg Thr lie Asn Leu Pro Thr Tyr Thr 
465 470 475 480 
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Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala lie Phe Gly Lys Pro Lys Glu Lys Val 

485 490 495 

Tyr Ala Asp Glu lie Ala Lys Ala Trp Glu Ser Gly Glu Asn Leu Glu 
500 505 510 

Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Ala Thr Tyr Glu Leu 
515 520 525 

Gly Lys Glu Phe Leu Pro Met Glu lie Gin Leu Ser Glu Arg Leu Leu 
530 535 540 

Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu Arg Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His 
545 550 555 560 

Met Glu Ala Thr Gly Val Arg Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu 

565 570 575 

Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu lie Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe 
580 585 590 

Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu 
595 600 605 

Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu 
610 615 620 

Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg 
625 630 635 640 

Glu Ala His Pro lie Val Glu Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr 

645 650 655 

Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie Asp Pro Leu Pro Asp Leu He His Pro 
660 665 670 

Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr 
675 680 685 

Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn Leu Gin Asn lie Pro Val Arg 
690 695 700 

Thr Pro Leu Gly Gin Arg He Arg Arg Ala Phe He Ala Glu Glu Gly 
705 710 715 720 

Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser Gin He Glu Leu Arg Val Leu 

725 730 735 



Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu He Arg Val Phe Gin Glu Gly 
740 745 750 
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Arg Asp He His Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg 

755 760 765 

Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr He Asn Phe 
770 775 780 

Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala 
''^^ 790 795 800 

He Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser 
805 810 815 

Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp He Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg 
820 825 830 

Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro 
835 840 845 

Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arq Met 
850 855 860 

Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu 

870 875 880 

Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met 
885 890 895 

Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Ara 
900 905 910 

Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr 
915 920 925 

Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu Val Gly He Gly Glu Asp Trp 
930 935 940 

Leu Ser Ala Lys Glu 
945 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 982 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 

15 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 

85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 

165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly He Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 



Leu Lys Pro Ala He Arg Glu Lys He Leu Ala His Met Asp Asp Leu 

245 250 ■ 255 
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Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 

2 6 0 



265 



270 



val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 

Leu Glu ser Pro Val Arg Glu His Pro Ala Val Val Asp He Phe Glu 

10 315 320 

Tyr Asp He Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu He Asp Lys Gly Leu He 



330 



335 



Pro Met Glu Gly Glu Glu Glu Leu Lys He Leu Ala Phe Asp He Glu 

345 350 

Thr Leu Tyr His Glu Gly Glu Glu Phe Gly Lys Gly Pro He He Met 



355 360 



365 



He Ser Tyr Ala Asp Glu Asn Glu Ala Lys Val He Thr Trp Lys Asn 
^ 375 380 



lie Asp Leu Pro Tyr Val Glu Val Val Ser Ser Glu Arg Glu Met He 
''^ 395 400 

Lys Arg Phe Leu Arg He He Arg Glu Lys Asp Pro Asp He He Val 



405 410 



415 



Thr Tyr Asn Gly Asp Ser Phe Asp Phe Pro Tyr Leu Ala Lys Arg Ala 
420 425 



430 

Glu Lys Leu Gly He Lys Leu Thr He Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro 
435 440 445 

Lys Met Gin Arg He Gly Asp Met Thr Ala Val Glu Val Lys Gly Arg 

460 

lie His Phe Asp Leu Tyr His Val He Thr Arg Thr He Asn Leu Pro 

475 480 

Thr Tyr Thr Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala He Phe Gly Lys Pro Lys 
485 490 

Glu Lys Val Tyr Ala Asp Glu He Ala Lys Ala Trp Glu Ser Gly Glu 
500 505 510 

Asn Leu Glu Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys' Ala Thr 
515 520 525 



• 
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Tyr Glu Leu Gly Lys Glu Phe Leu Pro Met Glu lie Gin Leu Ser Arg 
530 535 540 

Leu Val Gly Gin Pro Leu Trp Asp Val Ser Arg Ser Ser Thr Gly Asn 
545 550 555 560 

Leu Val Glu Trp Phe Leu Leu Arg Lys Ala Tyr Glu Arg Asn Glu Val 

565 570 575 

Ala Pro Asn Lys Pro Ser Glu Glu Glu Tyr Gin Arg Arg Leu Arg Glu 
580 585 590 

Ser Tyr Thr Gly Gly Phe Val Arg Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala 
595 600 605 

Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu lie Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val 
610 615 620 

Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu 
625 630 635 640 

Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala lie Gly Lys Thr 

645 650 655 

Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu 
660 665 670 

Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu 
675 680 685 

Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie Asp Pro Leu Pro Asp Leu lie His 
690 695 700 

Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala 
705 710 715 720 

Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn Leu Gin Asn lie Pro Val 

725 730 735 

Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu 
740 745 750 

Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser Gin lie Glu Leu Arg Val 
755 760 765 

Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu lie Arg Val Phe Gin Glu 
770 775 780 



Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro 
785 790 795 800 
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Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr lie Asn 

805 810 815 

Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu 
820 825 830 

Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe lie Glu Arg Tyr Phe Gin 
835 840 845 

Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp lie Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly 
850 855 860 

Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val 
865 870 875 880 

Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg 
885 890 895 

Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys 
900 905 910 

Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg 
915 920 925 

Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu 
930 935 940 

Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val 
945 950 955 960 

Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu Val Gly lie Gly Glu Asp 

965 970 975 

Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
980 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 6 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

( D ) TOPOLOGIE : 1 inear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 1 . . 66 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

GAA TTC ATG AGG GGC TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GCT GCT GAC GAT 
48 

GAC GAT AAA ATG AGG GGC 
66 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
15 10 15 



Lys Met Arg Gly 
20 
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Polymcrasenchimarcn 



Gegensund der vorliegenden Erfindung sind Polymerasenchimaren, die aus Aminosaurefrag- 
menten. die Domanen reprasentieren, bestehen und die - im Hinblick auf eine bestimmte Ver- 
wendung - vorteilhafte Eigenschaften von natUrlich vorkommenden Polymerasen in sich verei- 
nen. Oberraschenderweisc konnte gezeigt werden, dafi die Domanen aus den unterschiedUchen 
Enzymen in der Chimare aktiv sind und ein kooperatives Verhalten zeigen. Insbesondere sind 
solche Polymerasen-Chimaren Gegcnstand der vorliegenden Erfindung. bei denen die Poly- 
meraseakUvitat aufweisende Domine und die 3*-5'-Exonukleaseaktivitat aufWeisende Domane 
aus verschiedenen Enzymen stammen. Derartige Chimare konnen zusatzlich RT- Aktivitat auf- 
weisen. Weiterhin is gen^tand der vorliegenden Erfindung ein Vcrfahren zur Herstellung der 
erfindungsgemafien -:fc'>maren sowie die Verwendung dieser Chimaren bei der Synthese von 
Nukleinsauren z.B. wahrend der Polymerase- Ketten-Reaktion. Ein weiterer Gegenstand der vor- 
liegenden Erfindung ist ein Kit. der die erfindungsgemafien Polymerasenchimaren enthalt. 

Nach Braithwaite. DX und Ito. I. (1993) Nucl. Acids Res. 21. 787-802 werden die DNA Poly- 
merasen nach den Obereinstimmungen in ihren Aminosauresequenzen in drei HauptfamUien mit 
Unterklassen eingeteUt. Eine Zusammenfassung der gefundenen Motive und konscrvierten Ami- 
nosauren geben Joyce, CM. und Steitz,T.A. (1994) Annu. Rev. Biochem. 63, 777-822. In Pro- 
karyoten werden hauptsachlich drei Polymerasen unterschieden: Polymerase I. II und 111. Diese 
Polymerasen unterscheiden sich untcreinander bezUglich ihrer Funktion in der Zelle und be- 
zUgUch ihrer Eigenschaften. Die DNA Polymerase 1 gilt als Reparaturenrym, besitzt haufig so- 
wohl 5'-3*- als auch 3'-5'- Exonukleaseaktivitat. Polymerase II scheint die DNA Synthese zu er- 
leichtern, die von einem beschadigten Matrizenstrang ausgeht und bewahrt daher Mutationen. 
Die Polymerase III ist das Replikationsenzym der Zelle, sie synthetisiert Nukleotide mit hoher 
Geschwindigkeit (ca. 30,000 per Minute) und gilt als schr prozessiv. Polymerase III besitzt keine 
5'-3'-Exonukleaseaktivitat. Andcre Eigenschaften von Polymerasen werden bedingt durch ihre 
Herkunft wie z.B. die Thermosubilitat oder auch die Prozessivitat. 



Je nach Anwendung sind bestimmte Eigenschaften von Polymerasen ^vunschenswert. Fiir die 
PGR z.B. werden thermostabile, fidele - d.h. Polymerakn mit proofreading-Aktivitat - prozessive 
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und schnellsynthetisierende Polymerasen bevorzugt. Bei der Sequenzierung werden Enzyme 
bevorzugt, die wenig zwischen Dideoxy- und Deoxy-Nukleotiden diskriminieren. Die Proofrea- 
ding-i\ktivitat der Polymerasen hingegen, d.h. 3'-5'- Exonukleaseaktivitat, ist bei der Sequenzie- 
rung nicht wunschenswert. Fttr manche Anwendungen, z.B. PGR , ist es wUnschenswert, wenn 
die Polymerase keine oder wenig 5'-3'- Exonukleaseaktivitat (5'-Nukleaseaktivitat) aufweisL 

Polymerasen kSnnen sich weiterhin unterscheiden in ihrer Fahigkeit RNA ak Template zu ak- 
zeptieren, d.h. beziigUch ihrer Reversen Transkriptasen (RT) -Aktivitat. Die RT-Aktivitat kann 
von der Gegenwart an Mangan- und/oder Magnesium- lonen abhangig sein. Oftmals ist es wUn- 
schenswert. wenn die RT-Aktivitat der Polymerase von Mangan- lonen - unabhSngig ist. weil 
die Lesegenauigkeit der Polymerase in Gegenwart von Mangan - lonen sinkt. Polymerasen un- 
terscheiden sich weiterhin in ihrer Prozessivitit, die ebenfalls eine fiir viele Anwendungen wiin- 
schenswerte Eigenschaft darstellt. 

Es besteht daher das Bediirfnis, Polymerasen beziiglich ihrer Eigenschaften im HinbUck auf eine 
bestimmte Anwendung zu optimieren. Dies wurde in der Vergangenheit oftmals durch das Ein- 
fiihren von Mutationen oder durch Deletion von Funktionen der Polymerasen erreicht. 

So wurde z.B. das Ausschalten der 5'-3'- Exonukleaseaktivitat sowohl durch das Einfiihren von 
Mutationen (Merkens. L. S. (1995) Biochem. Biophys. Acta 1264. 243-248) als auch durch Ver- 
kiirzung erreicht (Jacobsen. H. (1974) Eur. J. Biochem. 45. 623-627; Barnes, W. M. (1992) Gene 
112. 29-35). Die Diskriminierungsfahigkeit der Polymerasen gegeniiber Dideoxy- und Deoxy- 
Nukleotiden wurde durch das Einfiihren von Punktmutationen herabgesetzt (Tabor S. und Ri- 
chardson, C. C. (1995) Proc NatL Acad. Set. 92. 6339-6343). Tabor und Richardson beschreiben 
die Konstruktion von Active-site-Hybriden. 

Die Aufgabe, Polymerasen mit optimierten Eigenschaften bereitzusteUen. wurde durch die vor- 
liegende Erfindung erstmals durch das HersteUen von PolymerasenchimSren durch den Aus- 
tausch strukturdl und ftmktioneU voneinander unabhangiger Domanen gelost Als Domane im 
Sinne der vorliegenden Erfindung sind Bereiche zu verstehen, die alle essentieilen Zentren bzw. 
aUe ftmktioneU wichtigen Aminosauren enthalten. so dafi die Domane ihre Funktion im wesent- 
Uchen behalt. Es konnen daher auch nur TeUe, d.h. ftinktionierende Fragmente von Domanen 
ausgetauscht werden. So konnen diese Domanen im Sinne der vorliegenden Erfindung als ftm- 
ktioneUe Aminosaurefragmente bczeichnet werden. Die Chimare kann dariiber hinaus durch 
Mutationen oder Verkurzungen weiter verandert werden. Falls es vorteilhaft erscheint, konnen 
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in die Chimare Mutationen eingefuhrt werden, die ihre Eigenschaften im Hinblick auf die jewei- 
lige Anwendung weiter optimicren. So konnen beispielsweise Mutationen eingefuhrt werden, die 
die Diskriminierungsfahigkeit der Polymerasen gegeniiber Dideoxy- und Deoxy-Nukleotiden 
herabsetzt Oder es konnen durch die Einfuhrung von Mutationen oder durch Verkiirzung er- 
wttnschte Eigenschaften wie B. die Prozessivitat verstarkt oder eingefiihrt werden. Es konnen 
aber auch durch die Einftlhrung von Mutationen oder durch Verkurzungen unerwtinschte Ei- 
genschaften ausgeschaltet werden, z.B. die 5*-NukIeaseaktivitat. 

Und somit sind Polymerasenchimaren Gegcnstand der voriiegenden Erfindung, die - im Hin- 
blick auf eine bestimmte Verwendung - vorteiihafte Eigenschaften von natiiriich vorkommen- 
den Polymerasen in sich vereinen. Die erfindungsgemaBen Polymerasenchimaren bestehen aus 
funktioneilen Aminosaurefragmenten unterschiedlicher Enzyme, die vorzugsweise Domanen 
unterschiedlicher Enzyme reprasentieren. Oberraschenderweise konnte gezeigt werden, dafi die 
Domanen aus den unterschiedlichcn Enzymen in der Chimare aktiv sind und ein koopcratives 
Verhalten der Domanen untereinander zeigen. Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind wei- 
terhin generelle Verfahren zur Herstellung von Polymerasenchimaren mit optimierten Eigen- 
schaften. Durch diese erfindungsgemafien Verfahren werden somit das Design einer Chimaren 
aus einer beliebigen Kombinationen von Enzymen moglich, indem Domanen ausgetauscht wer- 
den, Weiterhin ist bevorzugt, dafi die Weehselwirkungen in den Kontaktstellen der Domanen 
durch verschiedene Verfahren noch weiter aiufeinander abgestimmt werden. Dadurch kann bei- 
spielsweise die Thermostabilitat der Chimaren erhoht werden. Ein weiterer Gegenstand der Er- 
findung ist ein Kit zur Synthese von Nukleinsauren, der eine crfindungsgemafie Chimare enthalt. 

Fur die PGR werden in der Praxis zunehmcnd thermostabile DNA Polymerasen mit Korrekturle- 
sefiinktion eingesetzt Zur Amplifikation langer DNA Molekule hat sich insbesondere das Ein- 
setzen von Mischungen aus Taq Polymerase und thermostabiler Korrekturlese-DNA Polymerase 
(wie Pfit, Pwo, Vent Polymerase) bewahrt. Es war daher weiterhin Gegenstand der voriiegenden 
Erfindung , die hohe Prozessivitat und Thermostabilitat der Taq Polymerase mit der 3'-5*-Exo- 
nukleaseaktivitat einer anderen DNA Polymerase in einem Enzym zu vereincn. Gegenstand der 
voriiegenden Erfindung sind daher insbesondere thermostabile Polymerasenchimare, die eine 
Prozessivitat aufweisen, die mindestens der der Taq Polymerase entspricht, sowie eine geringe 
Fehlerrate beim Einbau der Nukleotide in die Polymerkette wahrend der Amplifikation aufwei- 
sen durch das Vorhandensein einer 3*-5*-Exonuklease-Aktivitat ( Proof reading-Aktivi tat). Durch 
die Kombination dieser beiden Eigenschaften kann beispielsweise eine Chimare generiert wer- 
den, die in der Lage ist, lange PGR Produkte zu machen, d.h. Nukleinsaurefragmente die grofier 
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sind als 2 kb. Die erfindungsgemafie Chimare eignet sich ebenfalls fur die Vervielfaltigung kur- 
zerer Fragmente, 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist daher insbesondcre eine Polymerasenchimare, die 
zusammengesetzt ist aus funktionellen Aminosaurefragmenten von zwei unterschiedlichen Po- 
lymerasen* wobei die erste oder die zweite der Polymerasen 3*-5'-Exonukieaseaktivitat aufWeist 
und die Polymerasenchimare sowohl 5'-3*-Polymeraseaktivitat als auch 3*-5'-Exonukleaseakti- 
vitat aufweist. Die Polymerasen konnen natiirlich vorkommende oder rekombinante Polymera- 
sen sein. Die erfindungsgemafie Polymerasenchimare kann aus funktionellen Aminosaurefrag- 
menten von zwei oder mehr unterschiedlichen Polymerasen zusammengesetzt sein. Die erfin- 
dungsgemafie Polymerasenchimare kann aus zwei oder mehreren funktionellen Aminosaure- 
fragmenten der unterschiedlichen Polymerasen zusammengesetzt sein. Die Aminosauresequenz 
des Fragmentes kann der natiirlich vorkommenden Sequenz der Polymerase oder einer durch 
Mutationen veranderten Sequenz entsprechen. 

Die Aminosaurefragmente, aus denen die Polymerasenchimare zusammengesetzt ist, entspre- 
chen bevorzugterweise jeweils fiinktionalen Polymerasendomanen der ersten oder zweiten Poly- 
merase. Eine funktionale Polymerasendomane im Sinne der voriiegenden Erfindung ist ein Be- 
reich, der alle fiir die Aktivitat essentiellen Aminosauren beinhallet, und wird in folgendem kurz 
Domane genannt. 

Insbesondere ist Gegenstand der voriiegenden Erfindung eine Polymerasenchimare zusammen- 
gesetzt aus funktionellen Aminosaurefragmenten (hier kurz Domanen) von mindestens zwei un- 
terschiedlichen Polymerasen, wobei die Polymeraseaktivitat aufweisende Domane homolog ist 
zu einer Polymerase und die 3'-Exonukleaseaktivitiit aufweisende Domane homolog ist zu einer 
anderen Polymerase. Des weiteren kann diese Chimare noch 5*-Exonukleaseaktivitat aufweisen> 
wobei die 5*-Exonukleaseaktivitat aufweisende Domane homolog zur ersten oder zur zweiten 
Polymerase sein kann. Jedoch ist es auch moglich, dafi die 5*-Exonukleasedomane teilweise oder 
vollstandig deletiert istbzw. Punktmutationen aufweist Die erfindungsgemafie Polymerasenchi- 
mare kann des weiteren Reverse Transkriptase (RT) Aktivitat aufweisen. 



Bevorzugt ist weiterhin, dafi ein Teil der Aminosaurefragmente der Polymerasenchimaren einem 
Teil der Aminosauresequenz der Taq-Polymerase entspricht. 
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Die Polymerase^ deren 3*-5*-Exonukleaseaktivitat aufweisende Domane bzw. Aminosaurefrag- 
ment in die Chimare eingebaut wurde, kann beispielsweise eine Pol- 1 -Typ- Polymerase oder audi 
eine Pol-IMyp-Polymerase sein. Vertreter der Pol-I-Typ-Polymerase mit 3*-5'-Exonukieaseakti- 
vitat sind z,B, Bcherichia xoli Polymerase I (Ec.l), Salmonella Polymerase I, Bacillus Polymerase 
I. Thermosiphon Polymerase I sowie die Thermatoga neapolitana Polymerase (Tne). Vertreter der 
Pol-U-Typ-Polymerase mit 3*-5*-Exonukleaseakiivitat sind z.B die Pyrrococcus woesie Polyme- 
rase (Pwo), Pyrococcus furiosus Polymerase (Pfu), Thertnococcus litoralis Polymerase (Tli). Pyro- 
dictum abyssi, 

Im folgenden wird auf die beispielhaft genannien Vertreter der PoM-Typ und Pol-II-Typ Poly- 
merasen naher eingegangen: 

Die Taq DNA Polymerase aus Thermus aquaticus {Taq Polymerase), die Escherichia coli DNA Poly- 
merase 1 (£ coli poll) und die Thermatoga neapolitana DNA Polymerase (Tne Polymerase) sind 
bakterielle DNA Polymerasen der Familie A. Es sind DNA Polymerasen vom polI-Typ, da die 
verschiedenen enzymatischen Aktivitilten in relativ gleicher Weise in verschiedenen Domanen lo- 
kalisiert sind wie bd der £ coli poll. Die Pyrococcus woesi DNA Polymerase (Pwo Polymerase) ist, 
vde die Thermococcus litorales DNA Polymerase (Vent^" Polymerase) und die Pyrococcus furiosus 
DNA Polymerase {Pfu Polymerase), eine archaebakterielle DNA Polymerase der Familie B. 

Die Taq Polymerase ist beschrieben von Chien, A. et al. (1976) J. Bacteriol. 127» 1550-1557, Ka- 
ledin, A,S. et ah (1980) Biokhimiya 45, 644-651 und Lawyer, F.C et al. (1989) J. Biol. Chem. 264, 
6427-6437. Urspriinglich wurde sie aus dem thermophilen Eubakterium Thermus aquaticus iso- 
iertt spater in £ coli kloniert. Das Enzym hat ein Molekulargewicht von 94 kDa und ist als Mono- 
mer aktiv. Die Taq Polymerase ist geeignet zum Einsatz in der Polymerasekettenreaktion (PGR), 
da sie eine hohe Thermostabilitat (Halbwertszeit von 40 Minuten bei 95^*0 / 5 Minuten bei 100*'C) 
und eine hoch prozessive 5'-3'-DNA-Polymerase (Polymerisationsrate: 75 Nukleotide pro Sekun- 
de) aufweist. Neben der Polymeraseaktivitat wurde von Long'ey et al. (1990) NucL Acids Res. 18, 
7317-7322 eine 5'-Nukleaseaktivitat nachgewiesen. Drs Enzym zeigt keine 3'-5 -Exonukleaseakti- 
vitat, so dafi beim Einbau der vier Desoxyribdriukleotidtriphosphate zur sukzessiven Verlange- 
rung von Polynukleotidketten Fehler entstehen, die bei der Genamplifikation storen (Fehlerrate: 
2 X 10-* Fehler/Base, Cha, R. S. und ThiUy, W. G. (1993) PGR Methods Applic, 3, 18-29) . Die 
Tertiarstruktur der Taq Polymerase ist seit 1995 bekannt (Kim et al.> 1995, Korolev et al., 1995). 
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Die E coli poll ist beschrieben in Kornberg. A. und Baker. T. A. (1992) DNA Replication. 2. 
Aufl., Freeman. New York, 1 13-165. Das Enzym hat ein Molekulargewicht von 103 kDa und ist als 
Monomer aktiv. Die £ coli poll besitzt 5'-Nuklease- und 5"-3'-DNA-Polymeraseaktivitat. Im 
Gegensatz zur Taq Polymerase besitzt sie zusatdich eine 3'-5'-Exonukleaseaktivitat als Korrek- 
turlesefunktion. Die £ coli poll und deren Klenow Fragment (facobsen, H. et al. (1974) Eur. ). 
Biochcm. 45, 623-627) wurden vor der Einfiihrung der Taq Polymerase fur die PGR eingesetzt. 
Aufgrund ihrer geringen Thermostabilitat sind sie jedoch weniger gut gecignet. da sie jeden Zy- 
klus neu zugesetzt werden mussen. Die Tertiarstruktur des Kienow Fragmentes der £ coli poll ist 
seit 1983 bekannt (Brick. P. et al. (1983) J. Mol. Biol. 166. 453-456. Oilis, D.L. et al. (1985) Nature 
313. 762-766 und Beese. LS. et al. (1993) Science 260. 352-355). 

Die Tne Polymerase wurde aus dem thermophilen Eubakterium Thermotoga neapolitana isoliert 
und spater in E coli kloniert. Die Aminosauresequenz der Tne Polymerase ist der Thermotoga 
maritirm DNA Polymerase (UlW^ Polymerase) ahnlich (personliche Auskunft Dr. B. Frey). 
Sie weist hohe Thermostabilitat. 5'-Nukleaseaktivitat. 3'-5'-Exonukleaseaktivitgt und 5'-3'-DNA- 
Polymeraseaktivitat auf. Ein Nachteil i.« die geringere Polymerisationsrate verg. xhen mit der der 
Taq Polymerase. Die in der Aminosauresequenz ahnliche UlTma™ Polymerase wird fiir die PGR 
verwendet. wenn hohe Genauigkeit benotigt wird. Von der Struktur der Tne Polymerase ist bis- 
her nur die Aminosauresequenz bekannt (Boehringer Mannheim). Das Enzym ist jedoch homo- 
log zur £ coli poll, so dafi. obwohl die Tertiarstruktur nicht bekannt ist, die Moglichkeit des Ho- 
mologiemodelling besteht. 

Die ?fu Polymerase wurde aus dem hyperthermophilen. marinen Archaebakterium Pyrococcus 
furiosus isoliert Sie weist hohe ThermostabUitat (95% Aktivitat nach einer Stunde bei 95»C). 3'-5'- 
Exonukleaseaktivitat und 5'-3'-DNA.Polymeraseaktivitat auf (Lundberg. K. S. et al. (1991) Gene 
108. 1-6). Die Genauigkeit der DNA-Synthese ist ca. zehnmal hOher als bei der Taq Polymerase. S.e 
wird fur die PGR verwendet. wenn hohe Genauigkeit benotigt wird. Von der Struktur ist bisher 
nur die Aminosauresequenz bekannt. 

Die Pwo Polymerase (PGR Applications Manual ( 1995). Boehringer Mannheim GmbH. Bio- 
chemica. 28-32) wurde urspriinglich aus dem hyperthermophilen Archaebakterium Pyrococcus 
woesi isoliert und spater in E coli kloniert. Das Enzym hat ein Molekulargewicht von etwa 90 kDa 
und ist als Monomer aktiv. Die Pwo Polymerase besitzt einen hohere Thermostabilitat als die Taq 
Polymerase (Halbwertszeit > 2 Stunden bei lOO^G). eine hoch prozessive 5'-3'-DNA-Polymera- 
seaktivitat und eine hohe 3'-5'-Exonukleaseaktivitat. wodurch die Genauigkeit der DNA-Syn- 
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these erhcht wird. Das Enzym hat keine 5*-Nukleaseaktivitat Die Polymerisationsrate (30 Nu- 
kleotide pro Sekunde) ist geringer als bei der Taq Polymerase. Das Enzym wird in der PCR einge- 
setzt, wenn hohe Genauigkeit gefordert ist. Die Genauigkeit der DNA-Synthese ist mehr als 10 
mal hoher als bei Verwendung der Taq Polymerase. 

Die Ath-Polymerase wurde aus dem thermophilen Archaebakterium Anaerocellum thermophi- 
um isoliert und spater in E.coli kloniert Die Ath-Polymerase weist hohe Thermostabilitat auf 
und weist nach einer Inkubation von 30 min bei 80**C in Abwesenheit von stabilisierenden De- 
tergentien wenigestens noch 90% der urspriinglichen Aktivitat auf. Die Polymerase weist weiter- 
hin RT- Aktivitat in Gegenwart von Magnesium-Ionen auf. Ath-Polymerase ist hinterlegt bei der 
deutschen Sammlung von Mikroorganisriien und Zellkulturen GmbH* Mascheroder Weg lb, 
D38124 Braunschweig DSM Accession Nr. 8995. Die Ath-Polymerase weist 5*-3*-Polymerase- 
aktivitsit, 5*-3*-Exonukleaseaktivitat aber keine 3*-5*-Exonukleaseaktivitat auf 

In die Aminosauresequenz der Polymerasenchimaren konnen weiterhin Histidin-tags oder an- 
dere Reinigungshilfen fur die verbesserte Aufreinigung eingebaut sein. 

Zum Einfi^en einer 3'-5'-Exonukleaseaktivitat eine Polymerase in eine andere beispielsweise in 
die Taq Polymerase gibt es hauptsachlich vier Verfehren, die ebenfalls Gegenstand der vorliegen- 
den Erfindung sind: 

1. Das Einfugen des 3'-5'-Exonukleasebereiches einer anderen DNA Polymerase durch 
Austausch eines Molekiilbereichs der Taq Polymerase. 

Dieser Ansatz ist insbesondere geeignet, da die Taq Polymerase homolog zur E coli poll ist, die 
aus funktiondl und strukturell voneinander unabhangigen Domanen besteht (Joyce, CM. und 
Steitz, T.A. (1987) TIBS 12, 288-292) und als Modell fiir andere DNA Polymerasen dienen kann 
(Joyce, C.M. (1991) Curr. Opin. Struct. Biol. 1, 123-129). Geeignet fiir deh Austausch sind DNA 
Polymerasen, bei denen eine 3*-5' Exonukleaseaktivitat nachgewiesen ist, deren DNA-Sequenz 
bekannt ist und das fiir die 3*-5*-Exonukl^sedctivit2lt kodierende Gen zuganglich ist. Fur ein 
rationales Proteindesign anhand von Modellstirukturen ist es zusatzlich von Vorteil, dafi der 3'- 
5'-ExonukIeasebereich und der Polymerasebereich zur £. coli poll homolog ist. Der 3'-5*-Exonu- 
kleasebereich sollte sich vorzugsweise gut in die Struktur der £ coli poll einfugen und an den 
Polymerasebereich der Taq Polymerase anfiigch, Eine aufgeklarte Tertiarstruktur mit zugangli- 
chen Strukturdaten sowie hohe Thermostabilitat des Proteins sind weitere Vorteile. 
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Folgende DNA Polymerasen sind daher beispielsweise geeignet: 
a. E coir poll 

Die £ colt poll erfollt, bis auf die Thernriostabilitat, aJIe oben aufgefiihrten Bedingungen. Die 
Tertiarstruktur des Klenow Fragmentes ist in der Brookhavendatenbank zuganglich und sie ge- 
hort, wic die Taq Polymerase, zur Familie A der DNA Polymerasen. Die Identitat in der Amino- 
sauresequenz betrigt 32%. Bei Beriicksichtigung der bekannten Domanenstruktur finden sich 
die groGten Obereinstimmungen im N-terminalen und im C-terminalen Bereich der beiden Pro- 
teine (32 % Identitat in den 5'-Nukleasedomancn, 49% Identitat in den PolymerasedomSnen). 
Im Bereich der 3'-5'-Exonukleasedomane weist die kiirzere Taq Polymerase mehrere Deletionen 
auf {14% Identitat in 3'-5'-Exonukleasedomane und Zwischendomane). Da die E colt poll ther- 
molabil ist und die Wechselwirkungen an der GrenzflSche zwischen den beiden Domanen im 
chimaren Protein nicht mehr optimal sind, ist es wahrscheinlich, dafi auch die ProteinchimSre 
geringere Thermostabilitat als die Taq Polymerase aufweist. Diese kann durch nachtragliche Mo- 
difizierung von Aminosauren an der Grenzflache behoben werden. 

b. Thermostabile DNA Polymerasen 

Von den thermostabilen DNA Polymerasen mit 3'-5'-ExonukIease, die heute zur PGR eingesetzt 
werden, scheinen die Pwo Polymerase, die Pfu Polymerase, die Vent™ Polymerase, die Tne Po- 
lymerase und die UITma™ Polymerase zur Kombination mit der Taq DNA Polymerase geeignet. 
Die Gene sind (iiber die Firma Boehringer Mannheim) zuganglich von der Pwo Polymerase und 
der Ttte Polymerase. Die Pfii Polymerase ist erhaltlich von Stratagene Inc. Fiir ein rationales Pro- 
tcindesign ist die Ttie Polymerase aufgrund ihrer Homologie zur Taq Polymerase und E coli poll 
gut geeignet. Bei der Verwendung der Pjit Polymerase sind Planungen nur anhand von Amino- 
sauresequenzalignments unter BerDcksichtigung bekanntcr konservierter, fur die Funktion es- 
sentietler Aminosauren und Motive moglich. 

2. Die Modifikation der Taa DNA Polym erase in der Zwischendomane 

Zum Einfiigen einer 3'-5'-Exonukleaseaktivitat mussen alle fur die Aktivitat essentiellen Ami- 
nosauren in die Struktur eingefugt werden. Nach heutigen Kenntnisstand betrifft das besonders 
die drd Motive Exo 1, Exo II und Exo III. Die essentiellen Motive mussen aufierdem in geeig- 
neter Art und Weise verknUpft werden. um in die fur die Katalyse notwendige raumliche Lage 
gebrachtzu werden. 
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Die Verinderung der Taq DNA Polymerase im Polymerasebereich ist ebenfalls moglich. Auch 
ein de novo Design von Polymerasen ist prinzipiell denkbar. 

Die erfindungsgemafien Chimaren kdnnen weiterhin optimiert werden durch: 

1 . Entfernung der 5*-Nukleasedomanc (mdglich auch proteolytisch) oder nachtragiiche In- 
aktivierung der 5'-NukIeaseaktivitat (beschrieben in Merkens, L. S. (1995) Biochem. Bio- 
phys.Acta 1264,243-248) 

2. Modifikation durch Punktmutationen oder Fragmentaustausch 

3. Optimierung der Strukturen an den GrenzflSchen der Chimaren 

4. Optimierung durch random Mutagenese und/oder random Rekombination mit anderen 
Polymcrasegenen (molckulare Evolution). 



Beispiele fur erfindungsgemafie Polymerasenchimaren r^ind die folgenden: 

• Taq DNA Polymerase(Ml-V307)£co/f DNA Polymerasc(D355-D501 )Taq DNA Poly- 
raerase(A406-E832) 

• Taq DNA Polymerase(Ml-P291 )Ecoli DNA Polymerase(Y327-K51 l)r<iq DNA Poly- 
merase(L416-E832) 

• Taq DNA Polymerase{Ml-P291 )E.coli DNA Polymerasc(Y327-H519)r<iq DNA Poly- 
merase(E424-E832): Punktmutation A643G; Ile455Val SEQ ID No.: 1 

• Taq DNA PoIyraerase(Ml-P291 )Ecoli DNA Polymerase(Y327-V536)rflq DNA Poly- 
merase(L44I-E832) 

• Taq DNA Poiymerase(Ml-P291 )£co//" DNA Polymerasc(Y327-G544)Tflq DNA Poly- 
merase(V449-E832); SEQ ID No.: 2 

• Taq DNA Polymerase(Ml-P302)£cd/i DNA Polymerase(K348-S365)T<i^ DNA Poly- 
merase(A319-E347) Exoli DNA Poly(N450-T505)r<i^ DNA Polymerase(E410-E4832); 

• Taq DNA Polymerase(M 1 -V307)Tnc DNA Polymerase(D323-D468) Taq DNA Poly- 
merase(A406-E832) 

• Taq DNA Polymerase(Ml-P291)rnc DNA Polymerase(P295-I478)Tflq DNA Poly- 
merase(L416-E832) 

• Taq DNA Polymerase(Ml-P291)T«t DNA Polymerase(P295-E485)ra^ DNA Poly- 
merase(E424-E832); stille Mutation A1449C SEQ ID No.: 3 
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• Taq DNA Polymerase(Ml-P29I)Tne DNA Polymerase(P295-V502)r<^ DNA Poly- 
merase(L44I-E832) 

• taq DNA PoIynierase(M 1 -P29 1 ) Tne DNA Pol)rmerase{P295-G5 1 0) Tag DNA Poly- 
merase(V449-E832); stUle Mutation C1767T SEQ ID No.: 4 

• Taq DNA Polymerase(M 1 -P302) Tn<; DNA Polymerase(E3 l6-D333)Taq DNA Poly- 
merase(A319-E347)7ne DNA Polyinerase(I381-M394)r<iq DNA PoIymerase(R362- 
L380)TneDNA Polymerase(E415-T472)Tfl^ DNA Polynierase(E410-E832); 

• G308D/V3 10E/L352N/L356D/E401 Y/R305D 

• Taq DNA Polymerase(l -291)P/u DNA Polymerase(V100-R346)Tag DNA Poly- 
merase(E424-E832) 

• Taq DNA Polymerase(l-29l)P>i DNA Polymerase(H103-S334)T<uj DNA Poly- 
merase(E424-E832); SEQ ID No,: 5 

• Taq DNA Polymerase(l-291)Pjfw DNA Polymerase(V100-F389)rflq DNA Polymerase( 
E424-E832) 

• Taq DNA Polymerase(l -291 )Pjft^ DNA Polymerase(V100-F389)T<iq DNA Polymerase( 
V449-E832); SEQ ID No.: 6 

• Taq DNA Polymerase(l-291)jP^ DNA Polymerase(Ml-F389)raq DNA Polymerase(- 
V449-E832) 

Von den oben genannten Polymerasenchimaren wurden die folgcnden nahcr untersucht: 

• Taq DNA Polymerase(Ml-P291)£co/i DNA Polymerase(Y327-H519)Tflq DNA Poly- 
mcrase(E424-E832): Punktmutation A643G; IIe455Val (Taq Eel) SEQ ID No.: 1 

• Taq DNA Polymerase(Ml-P291 )£co/i DNA Polymerase(Y327-G544)r<i4 DNA Poly- 
merase(V449-E832), (Taq Ec2) SEQ ID No.: 2 

• Taq DNA Polymerasc(Ml-P29I )r«e DNA Polymerase(P295-E485)T<iq DNA Poly- 
mcrase(E424-E832), stille MuUtion A1449C (Taq Tnel ) SEQ ID No.: 3 

• Taq DNA Polymerase(Ml-P291) Tne DNA Polymerase(P295-G510)Ta<j DNA Poly- 
merase(V449-E832), stille Mutation C1767T (Taq Tne2) SEQ ID No.: 4 

• Taq DNA Polymerase(l-291)P/« DNA Poiymerase(V100-R346)rflg DNA Poly- 
merase(E424-E832), (Taq Pful) SEQ ID No.: 5 

• Taq DNA Polymerase(l-291)P/M DNA Polymerase(Vl GO- F389) Tag DNA Polymerase( 
V449-E832). (Taq Pfu2) SEQ ID No.: 6 
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Zur Auswahl geeigneter DNA Polymerasen werden multiple Aminosauresequenzalignments ver- 
fiigbarer Sequenzen von DNA Polymerasen und DNA bindenden Proteinen, zum Beispiel mit 
dem Programm GCG (Devereux et al., 1984. Nucl. Acids Res. 12, 387-395) erstellt. Zur Erstellung 
eines guten Alignments sind Sekundarstrukturvorhersagen, bekannte strukturbasierte Sequenz- 
alignments, bekannte Motive und funktioncU esscntielle Aminosauren sowie phylogenetische Ge- 
sichtspunkte zu berucksichtigen. Bestehen die Proteinc aus ftinktionell und strukturell unabhan- 
gigen Domanen, ist es sinnvoU, die Aminosauresequenzalignments zunachst bezogen auf die ein- 
zelnen Domanen zu erstellen und erst danach zu einem vollstandigen Sequenzalignments zusam- 
menzufugen. 

Werden homologe Sequenzen gefimden, deren Tertiarstruktur bekannt ist, so besteht die Mog- 
lichkeit, eine 3D-Modellstruktur aus dem homologen Protein abzuleiten. Zur Modellerstellung 
kann das Programm BRAGI (Reichelt und Schomburg, 1988, 1. MoL Graph. 6, 161-165) ver- 
wendet werden. Zur Energieminimierung der Stnikturen einzelner Molekulbereiche sowie gan- 
zerMolekiile kann das Programm AMBER (Weiner et al., 1984, J. Am. Chem. Soc. 106, 765-784) 
und zur Oberpriifiing der Gute des Modells, das Programm Procheck verwendet werden. Sind 
nur die Ca-Koordinaten der Struktur des Ausgangsproteins erhaldich, so kann die Struktur, 
zum Beispiel mit dem Programm O (Jones et al., 1991, Acta Cryst A47, 1 10-1 19), rekonstruiert 
werden. Des wdteren besteht die Moglichkeit, in der Protdndatenbank unzugangliche, jedoch be- 
reits als Stereobild verOfFentlichte, Ca-Koordinaten, zu erhalten, indem das Stereobild einge- 
scannt wird, die Koordinaten gepickt werden (zum Beispiel mit dem Programm Magick) und die z- 
Koordinaten berechnet werden (zum Beispiel mit dem Programm Stereo). Die Planung von Vari- 
anten kann anhand von Aminosauresequenzalignments, anhand von 3D-Modellen oder anhand 
von experimentell ermittelten 3D-Strukturen erfolgen. 

Des weiteren wurden Chimarenvarianten hetgestellt, bei denen die Polymerasenaktivitat aufwei- 
sende Domane Reverse Transkriptase Aktivitat atifweist Beispiele fur geeignete Polymerasen 
sind Z.B. die Polymerase aus Anaerocelluirii thermophilum Ath oder Thermus Thermophilum 
Ttl). Die 3*-y-Exonukleaseaktivitat wird durch eine Domane eingefugt, die aus einer anderen 
Polymerase stammt, z.B, die Tne-Polymerase oder die Pfu oder Pwo Polymerase. Diese Chimare 
kann zusatzlich 5'-3*-ExonukleaseaktiYitat aufweisen, wobei die S'-Exonukleaseaktivitat aufwei- 
sende Domane sowohl aus der ersten als auch aus der zweiten Polymerase stammen kann. 

Die rekombinanten Hybridpolymerasen HYB und HYBdS haben wie die DNA- Polymerase aus 
Anaerocellum thermophilum eine relativ starke Reverse Transcripta.se- Aktivitat, sowohl in Ge- 
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genwart von Magnesium-, als auch in Gegenwart von Manganionen. Wie in Abbildung 22 er- 
sichtiich, ist das Verhaltnis von Polymeraseaktivitat zu Reverser Transkriptase-Aktivitat giinsti- 
ger als bei der Tth- Polymerase, dem gebrauchlichsten und bekanntesten Enz>'m dieser Art. 
Dieser Befund gilt sowohl fur die Magesium-abhangige> als auch fiir die Mangan-abhangige Re- 
verse Transkriptase-Aktivitat Daraus kann geschlossen werdcn. dafi die Polymerasedomane, die 
von der AnaeroceUum- Polymerase stammt, auch im Hybridenzym voile Aktivitat zeigt. Die 
Variante HYBdS zeigt aufierdem 3'-5'Exonuclease- Aktivitat wie in Abbildung 21 ersichtlich. 
Diese wird durch die Anwesenheit von Deoxynucleosidtriphosphaten gehemmt, wie es fur die 
typische "Proofreading Aktivitat'* zu erwarten ist. Die Exonuclease-Domaine, die von der DNA- 
Polymerase aus Thermotoge neapolitana stammt, ist also im Hybridmolekul ebenfalls aktiv. Die 
Hemmbarkeit der Exonuclease- Aktivitat zeigt ferner, dafi beide Domainen des Hybridpoly- 
merasemolekiils interagieren und somit die Hybridpolymerase den naturlichen Enzymen 
funktionell sehr Mhnlich ist. 

Die gentechnische Herstellung von Domanenaustauschvarianten kann durch PCR-Mutagenese, 
nach der SOE-Methode (Horton et al. (1989) Gene 77, 61-68) oder nach der modifizierten Me- 
thode (siehe Schema unter Beispiele) mit Hilfe chemisch synthetisierter Oligodesoxynukleotide 
erfolgen. Die jeweiligen DNA-Fragmente werden auf einem Agarosegel aufgetrennt, isoliert und 
in den Ausgangsvektor ligiert, Als Ausgangsvektorcn konncn fur E,coH pUC Derivate mit geeig- 
neten Promotoren verwendet werden wie pTE, pTaq, pPL, Bluescript, Die Plasmid-DNA wird in 
einen £ co/i-Stamm transformiert, zum Beispiel XLI-Blue, einige Klone werden gepickt und 
deren Plasmid-DNA isoliert. Moglich ist aber auch die Verwendung anderer Stamme wie z.B. 
Nova Blue, BL21(DE), MClOOO etc. Sdbstverstandlich ist es auch moglich, in anderen Organis- 
men zu klonieren wie in Hefe-, Pflanzen-, Saugerzellen. Durch Restriktionsanalyse wird eine 
Vorauswahl an Klonen getroffen, deren Plasmid-DNA im modifizierten Bereich sequenziert 
wird. 

Die Genacpression der Zielproteine kann bei vielen Plasmiden, zum Beispiel Pbtaq, durch IPTG 
in Juziert werden, Bei der Herstellung vieler verschiedener Varianten ist es sinnvoll, ein univer- 
seiks Aufreinigungsverfahren zu etablieren, Hierfiir ist die Affmitatschromatographie an Ni- 
NTA (nickel-nitrilotriacetic acid) Agarose gut geeignet, die nach dem Anfiigen eines His-Tags an 
das Protein, zum Beispiel durch PGR, verwendet werden kann. Die Proteinkonzentrationen 
konnen mit dem Protein Assay ESL (Boehringer Mannheim) bestimmt werden und kontaminie- 
rende Nebenaktivitaten der Praparationen wie fQr die kommerziell erhaltliche Taq Polymerase 
(Boehringer Mannheim) beschriebenen. Zur weiteren Charakterisierung der Varianten werden 
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Polymerase-, Exonukleaseaktivims- und Thennostabilitatstests durchgefuhrt, sowic das jeweilige 
Temperaturoptimum bestimmt. Die PolymeraseakUvitaten der Chimaren kdnnen in nicht- 
radioaktiven Testsystemen, zum Beispiel durch Bestimmung der Einbaurate von Dig-dUTP in 
DN'ase aktivierte Kalbsthymus-DNA, oder in radioaktiven Testsystemen, zum Beispiel durch 
Bestimmung der Einbaurate von a-l"PldCTP in M13 mp9 ss-DNA, ermittelt werden. Zur Be- 
stimmung der Temperaturoptima der Polymeraseaktivitat der ChimSren wird die Polymerasere- 
aktion bei unterschiedlichen Temperaturen durchgefuhrt und e$ werden die Spezifischen Aktivi- 
taten berechnet. Zur Bestimmung der Thermostabilitaten werden die Rcstaktivitaten, d.h. Pro- 
zent der Ausgangsaktivitat ohne Hitzebehandlung, nach Hitzebehandlung ermittdt Die 3-5' 
Exonukleaseaktivitat kann durch den Abbau eines 5'-Dig-markierten Primers, der an einen 
DNA-Matrizenstrang annealt. von seinem 3'-Ende her, gezeigt werden. Die Korrektur von 3*- 
mismatched Primern und deren Verlangerung (proof-reading) kann gezeigt werden, indem 
falschgcpaarte (mismatched) 5'-Dig-markierte Primer, die in der Erkennungssequenz eines 
Restriktionsenzymes (z.B. Eco RI) an einen Matrizenstrang annealen, verlangert werden. Nur bei 
einer Korrektur der Fehlpaarung durch das Enzym, ist eine Spaltung mit dem Restriktionsenzym 
maglich. Die Prozessivitat kann durch Einsatz der Varianten in der PGR untersucht werden. Ist 
das Enzym nicht thermostabil genug fiir den Einsatz in der PGR, so kann eine PGR beim Tem- 
peraturoptimum als Verlangerungstemperatur unter sukzessiver Enzyrazugabe durchgefuhrt 
werden. Die Exonucleaseaktivitat der Chimaren kann in dnem radioaktiven Testsysiem be- 
stimmt werden. Dazu wurde ein bestimmte Menge der Chimaren-Polymerasen (i.d, Regel 2.5 U) 
bei unterschiedlichen Temperaturen fur 4 Stunden mit markierter DNA (5 fig [^H] DNA in den 
jeweiligen Testpuffern) inkubiert. Gegebenenfalls wurden dNTPs in unterschiedlichen Konzen- 
trationen zugesetzt (0 - 0.2 mM). Nach Abstoppen der Reaktion wird die Freisetzung an radioak- 
tiv markierten Nukleotiden bestimmt. 

Gegenstand der vorUegenden Erfindung ist desweiteren die DNA-Sequcnz der oben beschrie- 
benen Polymerasenchimaren. Insbesondere sind Gegenstand der vorUegenden Erfindung die 
DNA-Sequenzen der SEQ.ID.No.: 1-6. Gegenstand der vorUegenden Erfindung &in^ desweiteren 
die Aminosauresequenzen der oben beschriebenen Polymerase-Ghimare. Insbesondere sind Ge- 
genstand der vorUegenden Erfindung die Aminosauresequenzen der SEQ.ID.No: 7-12. Des wie- 
teren ist Gegenstand der Erfindung die DNA-Sequenz SEQ.ID.No: 17. 

Kn weiterer G^enstand der vorUegenden Erfindung sind die Vektoren, die die obengenannten 
DNA Sequejizen enthalten. Ein bevorzugter Vektor ist pBTaq (Plasmid Pbtaq4_oligo 67 (ViU- 
brandt (1995), Dissertation, TU Braunschweig)). Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind die 
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E. coli Stamme, insbesondere der Stamm Escherichia coli XLl-Blue, die den Vektor, der das Poly- 
merase-Chimare-Gen tragt, cnthalten. Folgcnde Stamme \vurden bei der DSM hinterlegt, Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg lb, D-38124 Braun- 
schweig: 

• Ecoli XLl Blue x pBTaqEcl : TaqEcl DSM No. 12053 

• Kcoli XLl Blue x pBTaqTnel: TaqTnel DSM No. 12050 

• Kcoli XLl Blue x pBTaqTne2: TaqTne2 DSM No. 12051 

• Ecoli XLl Blue x pBTaqPfiil: TaqPful DSM No, 12052 

Die erfindungsgemafien Polymerasenchimaren eignen sich insbesondere fur die Amplifikation 
von DNA-Fragmenten, z3. fur die Polymerase-Ketten-Reaktion. Eine weitere Anwendung ist 
beispielsweise die Sequenzierung von DNA-Fragmenten. 

Ein bevorzugter Vektor fur die Ath-Tne-Chimare ist der folgende: 
Exoli BL 21(DE3) plysS x pETHYBR : HYBR 
Exoli BL 21 (DE3) plysS x pETHYBR d5 : HYBR d5 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind die Exoli Stamme, die den Vektor, der das Poly- 
merase-Chimare-Gen tragt, enthalten. Folgende Stamme wurden bei der DSM hinterlegt, 
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg lb, D- 
38129 Braunschweig: HYBR (DSM No. 12720); HYBR d5 (DSM No, 12719). 

Die Herstellung der oben genannten Ath-Tne-Chimare ist beispielsweise in den Beispielen 8-11 
beschrieben. Die erfindungsgemafien Chimaren die RT-Aktivitat aufweisen, eignen sich insbe- 
sondere fur Reverse Transkription von RNA. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit zur Amplifikation von DNA- 
Fragmenten, der mindestens eine der erfindungsgemafie Polymerasenchimare enthalt. 
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Kurze Beschreibung der Abbildung en 
Abbildunp 1 : 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase(Ml-P291 )Exoli DNA Polymerase{Y327-H519)raq 
DNA Polymerase(E424-E832): Punkt mutation A643G; Ile455Val SEQ ID No.: 1; sowiedie 
entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No.: 7. 

Abbildung 2: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Poiymerase(Ml-P291)£co/i DNA Polymerase(Y327-G544)raq 
DNA Polynierase(V449-E832); SEQ ID No.: 2; sowie die entsprechende Aminosauresequenz 
SEQ ID No.: 8. 

Abbildung 3: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase(Ml-P291)Trte DNA Polymerase(P295-E485)ra4j DNA 
Polymerase(E424-E832); stille Mutation A1449C SEQ ID No.: 3; sowie die entsprechende Ami- 
nosauresequenz SEQ ID No.: 9. 

Abbildung 4: 

DNA-Scquenz der Taq DNA Polymerase(Ml-P291)rne DNA Polymerase(P295-G510)raq DNA 
Polymerase(V449-E832); stille Mutation C1767T SEQ ID No.: 4; sowie die entsprechende Ami- 
nosauresequenz SEQ ID No.: 10. 

Abbildung 5: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase( 1-291 )P/m DNA PoIymerase(Hl03-S334)ra^ DNA 
Polymerase(E424-E832); SEQ ID No.: 5; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID 
No.: 11. 

Abbildung 6: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase! 1 -291 )P/i/ DNA Polymerase(V100-F389)rrt^ DNA 
Polymerase{-V449-E832); SEQ ID No.: 6; so\Vie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID 
No.: 12. 

Abbildung 7: 

Aufreinigung der Domanenaustauschvariante TaqEcl an Ni- NTA-Agarose Analyse auf einem 
mit Coomassieblau angefarbten 8%igen Polyacrylamidgel. 
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Bahnen 1, 8 Proteinmolekiilargewichtsmarker Broad Range 

(200 kDa, 1 16,25 kDa» 97,4 kDa, 66>2 kDa, 45 kDa, 31 kDa) 
Bahn 2 losliche Proteine 
Bahn 3 Saulendurchlauf 
Bahn 4 Waschfraktion Puffer B 
Bahn 5 Waschfraktion Puffer A 
Bahnen 6, 7 Eluatfraktionen Puffer C 
Proteinausbeute (OD280) etwa 7 mg 

Abbildung 8: 

Bestimmung der Proteinreinheit: SDS-PAGE, Phast-System (10-15%); Silberfarbung MW; 
Proteinmolekulargewichtsmarker; NHis-TaqPol: Taq DNA Polymerase mit N-terminalem His- 
Tag; TaqEcl, TaqTnel, TaqTne2: Domanenaustauschvarianten. 

AbbilduT ^?^: 

Spezifisc \e .^Jctivitaten der Domanenaustauschvarianten bei verschiedenen Temperaturen. 
Abbildung 10: 

Test der Domanenaustauschvarianten in der PGR unter sukzessiver Enzymzugabe, Extension bei 
72X, 

Lambda-DNA (links): Grofie der Zielsequenz = 500 bp 

Plasmid pa (rechts): Grofie der Zielsequenz = 250 bp 

Bahn I : Taq DNA Polymerase (Fa. BM), 100 ng, 5 Units 

Bahn 2: DomMnenaustauschvarianteTaqEcl, 500 ng> 1,25 Units/Zyklus 

Bahn 3: Domanenaustauschvariante TaqTnel, 50 ng, 3,6 Units/Zyklus 

Bahn 4: Domanenaustauschvariante TaqTne2, 50 ng, 3,5 Units/Zyklus 

III: DNA-Langenstandard III (Fa. BM) 

VI: DNA-Langenstandard VI (Fa. BM ) 

Ergebnis: Beim Einsatz der Domanenaustauschvariante TaqTne2 entstanden PCR-Produkte der 
richtigen Grofie. 

Abbildung 1 1 : 

Test der Domanenaustauschvarianten in der PGR unter sukzessiver Enzymzugabe, Extension bet 
55*C. 
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Lambda-DNA (links): GrOfie der Zielsequenz = 500 bp 

Plasmid pa (rechts): Grofie der Zielsequenz = 250 bp 

Bahn 1: Domanenaustauschvariante TaqEcl* 500 ng, 6 Units/Zyklus 

Bahn 2: Domanenaustauschvariante TaqTnel, 50 ng, 7,5 Units/Zyklus 

II!; DNA-Ungenstandard III (Fa. BM) 

VI: DNA-Langenstandard VI (Fa. BM) 

Ergebnis: Beim Einsatz der Domanenaustauschvariante TaqEcl entstanden PCR-Produkte der 
richtigen Grofie. 

Abbildung 12: 

3*-5* Exonuklease-Test - Variante TaqEcl , Inkubation bei 72**C» Primer PI. 
Abbildung 13: 

3'-5' Exonuklease-Test - Variante TaqEcl , Inkubation bei SO^^C, Primer PI (links), Primer P2 
(rechts). 

Abbildung 14: 

Korrektur von 3*-mismatched Primern und deren Verlangerung - Variante TaqEcl (3*-mis- 

match primer correction assay) 

(-) : ohne Restriktionsenzymverdau 

(+) : Restriktionsenzymverdau mit Eco RI. 

Abbildung 15: 
Schematische Darstellung 

Abbau von Primern am 3*-Ende (3*-5' exonuclease assay) und Korrektur von 3'-mismatched 
Primern und deren Verlangerung (3*-mism£ttch primer correction assay). 

Abbildung 16: 

Schematische Darstellung: Vereinfachtes Ablaufschema, Abbau von Primern am 3'-Ende und 
Korrektur von 3*-mismatched Primern und Verlangerung 
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Abbildunfi 17: 

CLUSTAL W(1.5) Multiple Sequenz Alignment der Ath, Tne, Poll -Polymerase Gene sowie des 
vorhergesagten Gens der Polymerasenchimare. Der Teil der Chimaren-Sequenz der aus Tne 
stammt, ist unterstrichcn. 

AbbUdun^ 18: 

A. Struktur der Primer, die fur die PGR- Amplifikation der Tne-Exo und der Ath-Pclymerase- 
Domanen verwendet warden. 

B. Teil des AminosSuresequenz- Alignments der zwei Polymerasen, der den gewShlten "Kreu- 
zungspunkt" zeigt. 

C. Nukleotidsequenz und Position der Primer, die ftir die Konstruktion des Hybridpolymerase- 
Gens designed wurden. Die Sequenzen der Primer, die nicht komplementar sind zur Zielse- 
quenz, wurden in kleinen Buchstaben dargestellt. Komplementare "iiberlappende" Sequenzen 
in den TNELOW und ATHUP Primem wurden doppelt unterstrichen. 

Abbildung 19: 

A. Teil des Alignments der Ath und Tne Aminosauresequenzen, die die homologe Region zeigt, 
die ftir das Zusammenspleifien der Domanen der zwei Polymerasen verwendet wurde. 

B. Nukleotid- und Aminosauresequenz der zwei Polymerasen in der Splicing Region. Gezeigt ist 
die einzige BamHI SchnittsteDe in der Tne DNA Sequenz und die Sequenz der beiden Oligos, 
die konstruiert wurden, um die BamHI Schnittstdle in die Ath-Polymerase einzufiihren. 

Abbildung 20: 

Konstruktion des Gens der Polymerasenchimare (s. auch Beispiel 8) 
Abbildung 21: 

3'-5'-Exonuklease-Aktivitat der rekombinanten DNA-Polymerase 

1- DNA des Lambda-Phagen, hydrolysiert durch Hindlll 

2- DNA des Lambda-Phagen, hydrolysiert durch Hindlll, und dNTP, und rekombinante DNA- 
Polymerase 
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3- DNA des Lambda-Phagen, hydrolysiert durch Hindlll, ohne dNTP, mit rekombinanter 
DNA- Polymerase 

4- DNA des Lambda-Phagen, hydrolysiert durch Hindllh 

Abbildung 22: 

Reverse Transcriptase- Aktivitat der recombinanten Polymerasen HYB und HYBdS, 
Die DNA-Polymerase-Aktivitat von je 2 ^1 Extract aus E.coh BL21 (DE3) plysS x pETHYBr und 
Exoli BL21(DE3) plysS x pETHYBRdS wurden zu je 0,05 units ermittelt. Diese Mengen wurden 
verwendct um die Reverse Transcriptase- Akivitat der Hybridpolymerasen zu bestimmen in Ab- 
hangigkeit von 1 mM Mangan- bzw 4 mM Magnesiumionen. Als KontroUe wurde Tth (0>25 
units) als Mangan-abhangige Reverse Transcriptase und C.therm. Polymerase (Roche Molecular 
Biochemicals) afs Magnesiumabhangige Reverse Transcriptase venvedet. 

Beispiel 1: Konstruktion und Klonterung 

Etablierung eines universelien Aufreinig^Agsverfahrens 

Zur Vereinheitlichung des AufreinigungspfotokoUs der Domanenaustauschvarianten wurde die 
Afifinitatschroniatographie an Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid) Agarose verwendet. Dazu 
war es notwendig, vor der Herstellung der Proteinvarianten, ein His-Tag an die/in die Taq DNA 
Polymerase an-Zeinzufugen. Geplant und hergestcUt wurden zwei verschiedene His-Tag- Varian- 
ten im Plasmid Pbtaq4_oligo67 (Boehringer Mannheim). Die Variante NHis-TaqPol enthalt ein 
N-terminales His-Tag, eine Enterokinasespaltstelle, um das His-Tag gegebenenfalls abzuspalten 
und ein Epitop zum Nachweis der His-Tag-Piroteine mit Antikorpern (Quiagen). Sie wurde 
durch PGR von der EcoRI-Site bis zur Pstl-Site hergestellt. Bei der N-terminalen Proteinsequen- 
zierung konnten von der Variante NHis-TaqPol die zwanzig N-terminalen Aminosauren als 
richtig bestatigt werden. 
Sequenz: NHis-TaqPol 

BcxRI Orryim aias TctqPol 
5' G J>A TTC KTG C3GC TOG CM CPC CRT OiC Cto C^C (XT OCT GftC GFiT GftC GAT AftA AIG A3S OX 3' 
Mat Ai? Gly Ser His Hia His Hi3 His Hla Ala Ala Asp Asp Asp Asp Lys Met Axg Gly 
MMS-His epitope iMat-Arg-Oly'fflar- (His) J Ebterokinaoe [(Asp) 



SEQ ID No.: 13: 5* GAATTC ATG AGG GGC TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GCT GCT 
GAC GAT GAC GAT AAA ATG AGG GGC 3' 
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SEQ ID No.: 14: Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp Lys Met Arg 
Gly 



Die Variante 5DHis-TaqPol enthalt ein His-Tag in einem flexiblen Loop der 5* Nukleasedomane, 
zwischen Glycin 79 und Glycin 80 der Taq DNA Polymerase und \vurde durch PCR-Mutagenese 
von der EcoRI-Site bis zur Pstl-Site hergestellt. 
Sequenz: 5DHis-TaqPoI 

SEQ ID No.: 15 
SEQ ID No.: 16 

5' GAG GCC TAG GGG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GGG TAG AAG GCG 3' 
Glu Ala Tyr Gly His His His His His His Gly Tyr Lys Ala 

Die Korrektheit der Plasmid-DNA im jeweils modifizierten Bereich der beidcn neuen Gene wur- 
de durch DNA-Sequenzierung bestatigt. Beide modifizierten Gene wurden unter gleichen Bedin- 
gungen und in gleicher Hohe wie das Au^angsprotein ohne His-Tag exprimiert, konnten gut 
iiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt werden und verhielten sich in der Standard-PCR wie die Taq 
Polymerase ohne His-Tag. For die Aufireinigung der DomSnenaustauschvarianten wurde das N- 
terminale His-Tag verwendet 



Aminosauresequenzalignments 

Zur Planung der Domanenaustauschvarianten wurden folgende Aminosauresequenzalignments 
erstellt: 



1. Trie-, E.coli I- und Taq DNA Polymerase 

2. Pfu; Rcoli I- und Taq DNA Polymerase 

3. Multiple Aminosauresequenzalignments von DNA Polymerasen 

Die Alignments wurden bezogen auf tinz^e Molekiilbereiche (Domanen) mit dem Programm 
GCG erstellt und unter BerUcksichtigung bekannter Sekundarstrukturen, Motive und essentieller 
Aminosauren und unter Verwendung des strukturbasierten Sequenzalignments der Sequenzen der 
3'-5' Exonukleasedomane des Klenow Fragmentes mit der entsprechenden Domane der Taq DNA 
Polymerase (AbbUdung 2d in Kim et al. (1995) Nature 376, 612-616) zu dem vollstandigen Se- 
quenzalignments zusammengefugt, 
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Zur Auswahl der Ausgangsstrtiktur des Klenow Fragmentes fur das Homologiemodelling wurden 
die damals zuganglichen Strukturen der £ coli DNA Polymerase 1 mit dem Programm Bragi im 
RMS-Fit verglichen: 

Klenow Fragment - dCMP Komplex (PDB-codc:ldpi), 2,8 A (1987), Klenow Fragment - dCTP- 
Komplex (PDB-code:lkfd) 3,9 A (1993) und Klenow Fragment, D355A - DNA-Komplex (PDB- 
code:lkln)3,2A(1994). 

Ausgewahlt wurde die Struktur Klenow Fragment (PDB-code:lkln). In den zwei Bercichen, in den 
Koordinaten fehlten, wurden zwei Loops eingebaut (Programm Bragi) und energieminimiert (Pro- 
gramm Amber). Die GUte der Proteinstruktur wurde uberprUft (Programm Procheck). 

ErsteUung von 3D-Modellen 

For dem MolekUlbereich der Taq DNA Polymerase, der die Aminosauren 292-832 umfafit, wurde 
ein 3D-ModeU in Homologie zur Struktur des Klenow Fragmentes (PDB-coderlkln) mit dem Pro- 
gramm Brs^i erstellt Die Modellierung uihfaSte Aminosaurcaustousche, Einfuhrung von Inser- 
tionen und Ddetionen, Energieminimicrung der neuen Loopbereiche und Energicminiraierung 
des gesamten Molekuls (Programm Amber). 

Die Struktur der Taq DNA Polymerase war zum Zeitpunkt der Modellierungarbeiten schon ver- 
Offentlicht, jedoch noch nicht in der Proteindatenbank zuganglich. Zur Erstcllung eines ModelLs 
der Zwischendomane der Taq DNA Polymerase, die der 3" -5' Exonukleasedomane des Klenow 
Fragmentes entspricht (Aminosauren 292-423) wurde ein Stereobild (Abbildung 2c in Kim et al. 
(1995) Nature 376. 612-616) eingescanned, die Ca-Koordinaten am BUdschirm (jeweils x- und y- 
Koordinaten fiir das linke und rechte BUd) gepickt (Programm Magick, (John Cristy, E. I. du Pont 
De Nemours and Company Incorporated)), die z-Koordinaten berechnet (Programm Stereo, 
(Collaborative Computational Project, Number 4 (1994) Acta Cryst. D50, 760-763)), die 
Proteinhauptkette unter Erteugung eines poly-Alanins rdconstruiert (Programm O), Aminosaure- 
austausche durchgefiihrt (Programm Bragi) und eine Energieminimicrung des gesamten Moldtuls 
durchgefuhrt (Programm Amber). Das Modell der Aminosaurereste 292-423 (s.o.) wurde an das 
Modell der Polymerasedomane (Aminosauren 424-832) (s.o.) unter Berucksichtigung der Struk- 
turalignments der Taq DNA Polymerase mit dem Klenow Fragment (Abbildung 2b und 2c in Kim 
et al. (1995) Nature 376, 612-616) angefugt. Die gesamte Modelktruktur wurde energieminimiert 
(Programm Amber) und die Gute der Modellstruktur uberpruft (Programm ProcKeck, (Las- 
kowski. R., A, et al. (1993) I. Appl. Cryst. 26, 283-291 )). 
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Von der Tne DNA Polymerase (Reste 297-893) wurde ein 3D-Modell in Homologie zur Struktur 
des Klenow Fragmentes (PDB-code:lkln) erstellt. Die Modeliierung umfafite Aminosaureaus- 
tausche. Einfuhrung von Insertionen und Deletionen (Programm Bragi), Energieminimierung der 
neuen Loopbereiche, Energieminimierung des gesamten Molekuls (Programm Amber) und Uber- 
prtifting der Gute der Modellstruktur (Programm Procheck). 

£s wurden 20 Proteinvarianten geplant 

Bei Verwendung der £ coH poll und der Tne Polymerase anhand der erstellten 3D-Strukturmo- 
ddle, bei Verwendung der Pfu Polymerase anhand der ersteUten AminosSurealignments. 

Gentechnische Herstellung der Domanenau&tauschvarianten 

Das N-terminale His-Tag wurde durch PGR eingefiigt and die Domanenaustauschvarianten wur- 
den nach der modifizierten SOE-Methode (Horton et al (1989) Gene 77, 61-68), dargestellt im 
Schema> mit Hilfe chemisch synthetisierter Oligodesoxynukleotide hergestellt. Die jeweiligen 
DNA-Fragmente wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt, mit dem QIAquick Gel Extraction 
Kit (Firma Qiagen) nach dem mitgelieferten Protokoll isoliert und bei den PCR-Reaktionen I bis 
IV in der nachfolgenden PCR-Reaktion eingesetzt oder bei der PCR-Reaktion V mit den beiden 
Restriktionsenzymen, deren Erkennungssequenz sich in den flankierenden Primem befanden (Eco 
RI und Pst I) nachgeschnitten. Die Ligation von DNA-Fragmenten und die Herstellung und Trans- 
formation von kompetenten XLl-Blue E co/i-Zellen durch Elektroporation erfolgte wie von Vill- 
brandt (1995, Dissertation, TU Braunschweig) beschrieben, Es wurden einige Klone gepickt und 
deren Plasmid-DNA mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit (Firma Qiagen) nach dem mitgelieferten 
Protokoll isoliert, Mikrobiologische Arbeitstechniken und die Rezepturen zur Herstellung von 
Fliissig- bzw. Plattenmedien sowie das Anlegen von Glyzerinkulturen wurden, wie im Handbuch 
von Sambrook et al. (1989, Molecular cloning - a laboratory manual, Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor, New York) beschrieben, durchgefuhrt. Die Domanenaustauschvarianten 
konnten in gleicher Hohe wie das Ausgangsprotein exprimiert werden. 

Beispiel 2: Aufreinigung (fur eine Chimare) 

Aufreiiiigung der Domanenaustauschvarianten 

Alle Domanenaustauschvarianten wurden nach dem gleichen Protokoll aus Escherichiacoli XLl- 
Blue isoliert. Die Fermentation erfolgte im 1 -Liter-Mafistab in LB-Medium/100 mg/ml Ampi- 
cillin/12,5 mg/ml TetracycHn/1 mM IPTG bei 37^*0 fur 16 Stunden. Die Zellen wurden abzentri- 
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fugiert. in 20 ml Lysispuffer (50 mM Tris-HCL, pH 8,5, 10 mM 2-Mercaptoethanol. 1 mM 
PMSF) aufgenommen, bei -70"C fur mindestens 16 Stunden cingefrorcn und 10 Minuten mit 
Ultraschall behandelt. Die ZeUtriimmer warden abzentrifiigiert und der sterilfiltrierte Oberstand 
auf cine Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid)-Agarose-Saule (Qiagen) mit einem Saulenvolumen 
von 3,5 ml (r = 0,65 cm. h = 2,7 cm) aufgetragen. Es wurde mit 40 ml Puffer A (20 mM Tris- 
HCL. pH 8.5, 100 mM KCl, 20 mM Imidazol, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glyzerin), 
anschlieficnd mit 10 ml Puffer B (20 mM Trb-HCL, pH 8,5, 1 M KCl, 20 mM Imidazol. 10 mM 
2-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glyzerin) und nochmals mit 10 ml Puffer A gewaschcn. Die Elu- 
tion erfolgte mit 15 ml Puffer C (20 mM Tris-HCL. pH 8,5, 100 mM KCl. 100 mM Imidazol, 10 
mM 2-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glyzerin). Die Hufirate betrug 0,5 ml/Minute und die Frak- 
uonsgrOfie 10 ml bei den Waschfraktioncn und 1 ml bei den Elutionfiraktionen. Die vereinigten 
Fraktionen wurden gcgcn Lagerpuffer (20 inM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 
mM DTT, 0.5% Tween 20, 50% Glyzeriri) dialysiert und 200 ng/ml GeUtine sowie Nonidet P40 
in einer Endkonzentration von 0,5% zugesetzt. Die Proteinldsungen wurden bei -20»C aufbe- 
wahrt. 

Die Analyse der Aufreinigung der Domaiifchaustauschvariante TaqEcl an Ni- NTA-Agarose wird 
in Abb. 7 gezeigt. 

Rgjtfimmunp Her Proteink onzentration 

Die Protdnkonzentrationcn wurden durch Messung der ODjm und mit dem Protein As&zy F^L 
(Boehringer Mannheim) bestimmL Abb. 8 zeigt die Bestimmung der Proteinreinheit: SDS- 
PAGE, Phast-System (10-15%); Silberfarbuhg. 

Beispiel 3: Temperaturoptimum der Polymeraseaktivitat der Chimaren 

Die Polymeraseaktivitaten der Chimaren wurdeh in einem nicht-radioaktiven Testsystem be- 
stimmt. Zum Abgleich der Werte wurde ein radioaktives Testsystem verwendet. Bdm nicht-ra- 
dioaktiven -^estsystf-m wurde die Einbaurate von Dig-dUTP in DN'ase aktivierte Kalbsthymus- 
DNA bcstimmt. Ein 50 ^1 Testmix enthielt 5 [i\ Puffermix (500 mM Tris-HCl, 1 50 mM 
(NH4)2S04, 100 mM KCL, 70 mM MgCb, 100 mM 2-Mercaptoethanol, pH 8,5), je 100 \iM 
dATP. dCTP, dGTP, dTTP, 36 nM Dig-dUTP (Boehringer Mannheim), 12 jig Kalbsthymus- 
DNA (DN'ase aktiviert), 10 jig Rinderserumalbumin und 2 ^1 chimares Enzym, oder0,02 Units 
Taq Polymerase (Boehringer Mannheim) als Referenz in VerdCinnungspuffer (20 mM Tris-HCl, 
pH 8,0, 100 mM KCl. 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 200 ng/ml Gelatine, 0,5% Tween 20, 0,5% 
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Nonidet P40, 50% Glyzerin). Die Inkubation der Reaktionsansatze erfolgte fur 30 Minuten bei 
verschiedenen Temperaturen. Die Reaktionen wurden auf Eis abgestoppt. Je 5 jil der Reaktionsan- 
satze wurden in weifie membranbeschichtete Mikrotiterplatten (Pall BioSupport, SM045BWP) pi- 
petiert und 10 Minuten bei 7(fC gebacken. Die Membran der Mikrotiterplatte wurde unter Ver- 
wendung der zugehGrigen Absaugwanne (Pall BioSupport) wie folgt behandelt: 100 pi Puffer 1 
(l%iges Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim) in 0,1 M MaleinsSure, 0,15 M Nad, pH 7,5) 
auftragen, zwei Minuten inkubieren, durchsaugen, einmal wiederholen; 100 ^l Puffer 2(1: lOOOO 
verddnnter Anti-Dig- AP-Fab-Fragment Antikorpern (Boehringer Mannheim) in Puffer 1) auf- 
tragen, zwei Minuten inkubieren, durchsaugen, einmal wiederholen; 200 ^1 Puffer 3 (Puffer 1 
mit 0,3 %Tween 20) unter Vakuum auftragen, einmal wiederholen; 200 |il Puffer 4 (0,1 M Tris- 
HCL, 0,1 M NaCl, 50 mM MgClj, pH 9,5) unter Vakuum auftragen; 50 ^1 Puffer 5 (1:100 ver- 
dUnntes CSPD (Boehringer Mannheim) in Puffer 4) auftragen, fiinf Minuten inkubieren, durch- 
saugen. Die Proben wurden im Luminometer (Microlumar LB 96P, Berthold oder Wallac Micro 
Beta Trilux) verraessen. 

Beim radioaktiven Testsystem wurde die Einbaurate von a-('^P]dCTP in 1 fig M13 mp9 ss-DNA 
bestimrat. Ein 50 \il Testmix enthieU 5 ^1 Puffermix (870 mM Tris-HCl, 50 mM MgClj. 100 mM 
2-MercaptoethanoI, 2% Tesit, 2 mg/ml Gelatine, pH 8.8), je 10 ^M dATP. dGTP, dTTP, 5 nM 
CTP, 0,1 ^Ci (a-^^PldCTP, 1 ng M13 mp 9 ss-DNA annealed mit 0,3 \ig M13-Primer und 1 yd 
chimSres Enzym, oder 0.01 Units Taq Polymerase (Boehringer Mannheim), als Referenz in Ver- 
dunnungspuffer (20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 200 ^g/ml 
Gelatine, 0,5% Tween 20, 0,5% Nonidet P40. 50% Glyzerin). Zur Herstellung der DNA-Primer- 
mischung wurden 277,2 ng M13 mp9 ss-DNA (Boehringer Mannheim) und 156 ^g M13-Se- 
quenzierprimer (17 mer) ftir 30 Minuten auf SS^C erhitzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur 
abgekuhlt. Die Inkubation der Reaktionsansatze erfolgte fiir 30 Minuten bei 65°C. Die Reaktionen 
wurden auf Eis abgestoppt. Je 25 \il der Reaktionslosungen wurden entnommen und in 250 \i\ 
10% Trichloressigsaure (TCA)/0,01 M Natriumpyrophosphat (PPi) pipettiert, durchmischt und 
30 Minuten auf Eis inkubiert Die Proben wurden Qber vorgewasserten GFC-Filtern (Whatman) 
abgesaugt, die ReaktionsgefSfie mit 5% TCA/PPi ausgewaschen und die Filter mindestens drei- 
mal mit derselben Losung gewaschen. Nach den Trocknen wurden die Filter in 5 ml Szintillati- 
onsfliissigkeit im p-Counter vermessen. Die Enzymproben wurden in Enzymverdtinnungspuffer 
verdunnt. Von den Verdunnungen wurde jeweils 1 nl eingesetzt. Ls wurden Doppel- oder Drei- 
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fachbestimmungen vorgenommen. Al$ Referenz wurde die Taq DNA Polymerase der Firma Boeh- 
ringer Mannheim verwendct 

Eine Einheit (Unit) ist definiert al$ die Enzymmenge, die notwendig ist, um 10 nM Deoxyribo- 
nukleotidtriphosphat in saurefallbare DNA bei 65**C in 30 Minuten einzubauen. Zur Ermittlung 
der Standardwerte wurden je 2 |il der Gesamtmischung auf einen trockencn Filter pipetriert und 
getrocknet. Der Null- Wert wurde ermittelt, indem Proben ohne Enzym mitinkubiert und identisch 
gewaschen wurden. 

Die Bestimmung der Temperaturoptima erfolgte mit dem nicht- radioaktiven DNA Polymerasetest 
bei verschiedenen Temperaturen. 

Spczifischc Aktivitaten bei verschiedenen Tcmperaturen 



Enzym 


25 


37 


Temperatur [°C] 
30 


60 


72 


80 


TaqPol (BM) 


0,0 


0,0 


5764,4 


8489,1 


50000,0 


57986,1 


NHis-TaqPol 


0,0 


0,0 


5616,1 


12165,2 


60843,7 


74784,4 


TaqEcl 


704,9 


10353,4 


50066,5 


41034,4 


2677,5 


1016,2 


TaqTnel 


0,0 


2559,4 


15967,0 


18900,4 


1100,0 


0,0 


TaqTne2 


747,2 


5180,2 


23549,6 


30627,3 


64139,1 


28727,4 



Beispiel 4: Temperaturstabilitat der Polymeraseaktivitat der Chimaren 



Die Bestimmung der Thermostabilitat erfolgte durch Erhitzen der Reaktionsansatze auf 80X 
und 95°C fur jeweils eine> drei oder sechs Minuten mit anschliefiender Bestimmung der Restak- 
tivitaten mit dem nicht-radioaktiven DNA Polymerasetest (siehe Abb. 9). 

Tabelle: Restaktivitaten [Prozent der Ausgangsaktivitat ohne Hitzebehandlung] bei 72X der Taq 
DNA Polymerase (TaqPol), der Taq DNA Polymerase mit HisTag (NHis-TaqPol) und der drei 
Domanenaustauschvarianten (TaqEcl, TaqTnel, TaqTne2) nach der Hitzebehandlung (Einbau 
von Dig-dUTP in DN'ase aktivierte Kalbsthymus-DNA) 
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Enzym 



1 Min 
80°C 


3 Min 

sec 


6 Min 
SO'C 


1 Min 
95»C 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


0 


0 


0 


0 


16 


0 


0 


0 


100 


100 


100 


92 



3 Min 
95''C 



6 Min 
95''C 



TaqPol 

NHis-TaqPol 

TaqEcl 

TaqTnel 

TaqTne2 



100 
100 
0 
0 
0 



100 
100 
0 
0 
0 



Beispiel 5: PGR unter sukzessiver Enzymzugabe 

Die Polymerasenchimaren warden in dcr PGR unter sukzessiver Enzymzugabe getesteL Die 
Extension erfolgte bei 72»C (Abb. 10) undbei SS^G (Abb. 11). Der Reaktionansatze mit einem 
Reaktionsvolumcn von 100 ^d enthielten jeweUs 1 ng Lambda-DNA oder pa-Piasmid-DNA (Fa. 
BM). je 1 ^M Primer (25-mer). )e 200 m jedes dNTP's und Standard-PCR-Puffer mit MgCh 
(Boehringer Mannheim). Die Reaktionsbcdingcn warcn: 

Ftir Extension bei 72»G: 1 Minute 94X / 30 Sekunden 50»C / 1 Minute 72-G // 25 Zyklen. 2 Mi- 
nuten 94"'C vor und 7 Minuten 72<>C nach der PCR-Raktion. Die Zugabe von 0.5 ^1 der Doma- 
nenaustauschvarianten pro Zyklus erfolgte jeweils bei 50«C. 

Fur Extension bei SS^C: 1 Minute 95°C / 30 Sekunden SO'C / 1 Minute 55X // 25 Zyklen. 2 
Minuten 95»C vor uhd 7 Minuten SS^G nach der PGR-Raktion. Die Zugabe von 0.5 nl der Do- 
manenaustauschvarianten pro Zyklus erfolgte jeweils bei 50»G. 



Beispiel 6: 3'-5' Exonuklease-Test - Variante TaqEcl 

Die Proben wurden mit einem 5'-Dig- markierten Primer, der an einen DNA-Matrizenstrang an- 
nealt. ia Abwesenheit von Nukleotiden inkubiert Ein 10 ^1 Testmix enthieh 1 jxl Puffer (100 mM 
Tris-HCL. 1 5 mM MgGh. 500 mM KCl. 0,1 mg/ml Gelatine. pH 8,3), 1 ^l Enzym TaqEcl (500 
Einheiten/^tl). 1 pMol Matrizenstrang (50mer. siehe Schema) und je 500 fMol 5'-Dig-markierten 
Primer PI (matched. 23mer, siehe Schema) oder P2 (mismatched, 23mcr, siehe Schema). Die 
Inkubation der Reakuonsansatze erfolgte bei 50°G mit unterschiedlicher Inkubationsdauer. Die 
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DNA-Fragmentc wurden auf einem 12,5 %igen Acrylamidgel (SequaGd-Kit, Firma Medco) auf- 
getrennt und durch Kontaktblot auf eine Nylonmembran (Boehringer Mannheim) ubertxagen. 
Die Nyionmembran wurde wie folgt behandelt: 100 ml Puffer I (l%iges Blocking Reagcnz 
(Boehringer Mannheim) in 0,1 M Maleinsaure, 0,15 M NaCl, pH 7,5). 30 Minuten Inkubation; 
100 ml Puffer 2(1: 10000 vcrdQnnter Anti-Dig-AP- Fab- Fragment Antikorper (Boehringer 
Mannheim) in Puffer 1). 30 Minuten Inkubation; je 135 ml Puffer 3 (Puffer 1 mit 0.3 %Tween 
20), drcimal fur 30 Minuten waschen; 50 ml Puffer 4 (0,1 M Tris-HCL. 0,1 M NaCl. 50 mM 
MgCU. pH 9,5), 5 Minuten Inkubation; 50 ml Puffer 5 (1:1000 verdunntes CPD-Star (Boeh- 
ringer Mannheim) in Puffer 4), 5 Minuten Inkubation. Die Nylonmembran wurde auf Watman- 
Papier getrocknet und zur Chemilumineszenz-Detektion fur 30 bis 60 Minuten auf einem Che- 
milumineszenzfilm (Boehringer Mannheim) exponiert. Beim Vorhandcnsein einer 3'-5 Exo- 
nuklease wird der Abbau des Primer am S'-IZnde sichtbar (siehe Abbildungen). Als Negativkon- 
trolle wurde die Taq Polymerase mit HisTag (NHis-TaqPol), und als PositivkontroUe die UlTma 
DNA Polymerase verwendet. Bei beiden Kontrollenzymen erfolgte die Inkubation der Reaktions- 
ansatze bei 72'*C. Fii ■ die UlTma DNA Polymerase wurde der vom Hersteller angegebene Reakti- 
onspuffcr vcrwen Ui„ Abb. 12 und 13 zeigen den 3'-5'-Exonuklease-Test-VarianteTaqEcl. 



Beispiel 7: Korrektur von 3'-mi5matched Primem und dcren Verlangerung - Variante TaqEcl 
(3'-mismatch primer correction assay) 

Dig-markierte Primer, die an einen Matrizenstrang (50 mer. siehe Schema) annealen wurden in 
vier verschiedenen Experimenten verlangert. Primer waren ein matched Primer (PI, 23 mer, 
siehe Schema) und zwei verschiedene mismatched Primer Primer (P2, P3, 23 mere, siehe Sche- 
ma), die in der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Eco RI annealen. Ein 20 ^il Testmix 
enthielt 1 \j\ Puffer (100 mM Tris-HCL. 15 mM MgCIj. 500 mM KCl, 0,1 mg/ml Gelatine, pH 
8,3), 1 )x\ Enzym TaqEcl (500 Einheiten/Ml), je 10 ^iM dATP, dCTP. dGTP, dTTP, 1 pMol 
Matrizenstrang und je 500 fMol 5'-Dig-markierten Primer PI (matched) oder P2 (mismatched) 
Oder P3 (mismatched). Die Reaktionsansatze wurden fur 60 Minuten bei 50"C inkubien und da- 
nach fur 5 Minuten bei 95''C erhitzt. le 10 ^il wurden entnommen und mit je 10 Einheiten Eco RI 
f^r 30 Minuten bei 37*C gespalten. Die DNA-Fragmente wurden auf einem 12.5 %igen Acryl- 
amidgel (SequaGel-Kit, Firma Medco) aufgetrennt und durch Kontaktblot auf eine Nylonmem- 
bran (Boehringer Mannheim) iibertragen. Die Nylonmembran wurde wie oben beschrieben be- 
handelt und fuir 30 bis 60 Minuten auf einem Chemilumineszenzfilm (Boehringer Mannheim) 
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exponiert. Bei der Verwendung des matched Primer resultiert der Verdau mit Eco RI in einem 28 
hp und einem 18 bp Fragment. Die mismatched Primer liefern dieses Ergebnis nur dann, wenn 
mismatched Nukleotide durch matched Nukleotide ersetzt werden (siehe Abbildung 14). 



Bcispiel 8: Modifikation einer rekombinanten DNA Polymerase 
Design des hybriden Polymerasegens. Ath Pol und Tne Pol 

Computer Voraussage 

Die Struktur des chimaren Polyemerasegens wurde hergeleitet aus dem Sequenz-Alignment 
(Thompson, J.D., Higgins, D.G. and Gibson, T.J. Nucleic Acids Research, 1994, 22: 4673-4680) 
zwischen den Polymerasen und dem E.CoU POLI Gen - die Sequenz mit der hochsten Ober- 
einstimmung mit der geldsten 3D Struktur in der Datenbankvon Brookhaven (fiir das Klenow 
Fragment). Die Paar-Alignments zeigten eine Obereinstimmung von ca. 40%, was zur Annahme 
Anlafi gibt, dafi die IKLN Struktur als best-moglicher Prototyp anzusehen ist Um einen rei- 
bungslosen Obergang von einer Struktur zu anderen zu gewahrleisten, soUte sich der Kreu- 
zungspunkt, vom Gesichtspunkt des multiplen Alignments aus gesehen, in einem Gebiet befin- 
den, welches eine hohe Ahnlichkeit mit alien drei Proteinen besitzt. Der Kreuzungspunkt sollte 
daher zwischen der Polymerase- und der 3' -5' Exonuklease Domine liegen (Abbildung 17,18). 

Bau eines hybriden Polymerasegens und Expressionsvektoren. 

Computervoraussagen und - simulation dienten als Grundlage for den Bau eines hybriden Gens. 
Zum Erhalt der ATH POL und TNE EXO Domanen wurden PGR Amplifikation and Subcloning 
als Verfahren verwendet, wobei rwei Primerpaare mit den in Abb. 18 gezeigten Strukturen ver- 
wcndet wurden. Primer besitzen Sequenzen, die for die N- und C-Enden der jeweiligen Gene 
sowie der Verbindungssequenz in der Mitte des Gens spezifisch sind, wie in Abb. 2 B, C zu sehen 
ist. Die Oberlappung von 12 Basen in den ATHUP und TNELOW Primern wurde for die folgen- 
de Rekonstruktion des Hybdridgens angelegt und uberdies in einer eindeutigen Sail Restrik- 
tionsstelle eingefogt, welche for weitere Veranderungen mit Polymerase -Doiuaiien verwendet 
werden kann. Die Oberhange der 5'-Sequenz der TNEUP und ATHLOW^ Primer kodieren for 
die RestriktionssteUen NcoU und Hindlll zum spateren Subcloning der erforderlichen Frag- 
mente im Expressionsvektor. 

Die Verwendung dieser Strategie erfordert jedoch umfassendes Sequenzieren der subklonierten 
Regionen. Aus diesem Grunde wurde ein zusatzliches Konstrukt gebaut und die Spleifiverbln- 
dung zwischen den Genen wurde an eine andere Position verschoben, namlich 42 Aminosauren 
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weiter unterhalb der ursprunglichen Verbindungsposition zu einer Region zwischen den Poly- 
merasen, die eine hohe Ahnlichkeit aufweist. Ein Vorteil des neuen Designs ist die eindeutige 
BamHI Sequenz innerhalb der die vorgeschlagene Spleifiverbindung beeinhaltenden TNE Poly- 
merase-Sequenz. FUr die Konstruktion des Hybridgens, wurde der Einbau einer BamHI Sequenz 
in die ATH Polymera<;e Sequenz, die daraufhin ftir das Zusammenfugen von Teilen des Gens 
verwendet wird, mit einer gerichtete Mutagenese durchgefilhrt. Die AminosSuren und Nukleo- 
tidsequenz der neuen Vcrbindung ist in Fig. 19 dargestellt. 

Die Konstruktion des hybriden Polymerasegens erfolgte wie in Fig, 20 beschrieben durch multip- 
les Subkloning, gerichtete Mutagenese und Sequenzierungsschritte. 

Alle durch die PCR-Amplifikation erhaltehen Fragmente wurden von den Enden her zu den ein- 
deutigen, in weiteren Subkloningschritten verwendeten Restriktionstellen sequenziert. Um die 
Genauigkeit der Amplifikation sicherzustellen, wurden die PCR-Reaktioncn mit Vent- Poly- 
merase (New England Biolabs) durchgefiihrt. Die gerichtete Mutagenese erfolgte unler Anwen- 
dung des "Quick-Change" Verfahrens (Strategene). 

Bcispiel 9: Expression eines hybriden Polymease Gens in E. coli 

Die Plasmide pETHYBR und pETHYBRdS wurden in dem E. coli Stamm BL21(DE3) plySS von 
Novagene transformiert und fiihrten zur Expression von T7 Polymerase. 

Die Expression des hybriden POL Gens wurde durch Messen der DNA Polymerase- Aktivitat 
unter Verwendung des aktivierten DNA Assays in den Extrakten rekombinanten Stamme iiber- 
wacht Es galten die folgcnden Bedingungen. 

1 ) Die rekombinanten Exoli Stamme wurden in LB Medium mit 100 mcg/ml Ampicilin +30 
mcg/ml Chloramphenicol (fur pETHYBR und pETHYBRdS in BL21(DE3)plysS) oder in 20 
ml LB Medium mit 100 mcg/ml Ampicilin + 30 mcg/ml Kanamycin (pARHYBdS in 
JMl09/pSB1611) angezuchtet. 

2) Die Kulturen wurden bei 2>TC auf eine optische Dicht von OD 550 - 0,6.07 geschuttelt; 
danach wurden die Kulturen auf 25*'-28X gekiihlt, IPTG wurde hinzugefugt bis sich eine ; 
Endkonzentation von ImM cinstellte. Die Inkubation wurde dann bei 25-30**C fortgefuhrt: 
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Fur zwei pET Vektoren betrug die Dichte von nicht-induzierten Kulturen nach 4 Stunden 
Inkubaiion OD 550 ~ 2,2 und bei induzierten Kulturen - 1,5. 

3) Proteinextrakte von BL21(DE3)plysS Stammen wurden durch Pelletierung von 5 ml Ali- 
quoten der Kulturen hergestellt; die Resuspendierung des Zellpellets erfolgte dann in 100 ^1 
Unterbrechungspuffer mit 40 mM Tris-HQ, pH 8>0, 0,1 mM EDTA, 7 mM 2.mercaptetha- 
nol, 0,2 mM PMSF, 0,1% Triton X-100. Die Zell-Extrakte wurden in zwei Zyklen durch Ge- 
frieren und Auftauen der Zellsuspension in fliissigem StickstoffAVarmwasserbad hergestellt; 
dann wurde die KCl L6sung hinzugeftigt und ergab eine Endkonzentration von 0,75 M und 
die Extrakte der induzierten und nicht-induzierten Kulturen ^vurden 15 min lang bei 72® 
erhitzt, pelletieri und zur Messung der Polymeraseaktivitat verwendet; dies erfolgte in dem 
aktivierten DNA Assay (100 mcg/ml aktivierter DNA, 3 mM MgS04, 50 mM Tris-HCl, pH 
8,9, OJ%Triton X-100, 70 fiM dA-P33, 5-10 jiCi/ml) in 20nl Volumen unter Verwendung 
von 2 |il erhitzten Zellextrakten. 

Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle festgehalten: 

Relative DNA Polymerase Aktivitat in extrakten von rekombinanten stammen (% Einbau von 
Markierungen, durchschnittlich 3 unabhangigeMessungen) 



Stamm 


BL21(DE3)pIyS 




Plasmid 


pETHYBR 


pETHYBRdS 


IPTG 


+ 


+ 


TCA unloslich r/a 


5 40 


2 85 



Aus diesen Oaten geht hervor, dafi beide Versionen des hybriden Polymerasegens mit dem pET 
Vektor System exprimiert werden konnten. 

Charakterisierung der rekombinanten huybriden Polymerase. 

Thermostabilitat 

Die Warmestabilitat rekombinanter Polymerasen wurde duch Erhitzen des Extrakts des E. coli 
Stammes iiber verschiedenen Zeitraume (10, 30, 60, 120 Minuten) bei 95**C hinweg bestimmt. Es 
zeigte sich, dafi die voll ausgebildete ebenso wie die verkurzte hybride Polymerase nicht ausrei- 
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chend stabil waren ( 100% inaktiv nach 10 minQtiger Inkubation bei 95«C. Der Expressionsgrad 
der rekombinanten Polymerasen wurde durch Analyse der erhimen Zellextrakte in 10% SDS 
PAAG evaluiert; da zwischen den induzierten und nicht-induzierten Kulturcn kein sichtbarc Un- 
terschied festgestellt werden konnte. lafit sich schliefien. dafi die Produktion hybrider Poly- 
merasen 1% des gesamtem Ittslichen Proteines nicht uberschrietet. 



Korrekturlese-Aktivitat 



Die Korrekturlese-Aktivitat der von pETHYBRdS. z3. Klenow Fragment, abgeleitetcn rekombi- 
nanten DNA-Polymerase wurde gemifi dem gleichen Protokoll getestet. das auch fur die 
archaeal DNA verwendet wurde. Es zdgte sich, dafi das rekombinante Enrym Korrketurlese- 
Ajctivitaten aufweist. 

Reverse Transkriptase Aktivitat 

Die folgcnde Reaktionsmischung wurde zixt Bestimmung der rcversen Transkriptase Aktivitat 
verwendet: polydA-(dT),5- l^g; TTP - 330 mM. digoxigenin-dUTP - 0.36 ^xM, BSA - 200Hg/ml, 
Tris HCl, pH 8.5 - 10 mM. KCl - 20 mM. Die Konzentration von MgCl2 ira Reaktionsgemisch 
variierte zwischen 0.5 und 10 mM. DTE wutde bei einer Konzentration 10 mM beigegeben. 

2 jil rekombinante DNA-Polymerase (abgeleitet von pETHYBRdS. z.B. Klenow Fragment) wurde 
dem Reaktionsgemisch beigegeben und bei 50»C 15 min lang inkubiert. Tth DNA-Polymerase 
mit Mn^* wurde als positive Kontrolle verwendet. Nach Anhalten der Reaktion. wurde das Ge- 
misch auf positive gelandend Nylonmembrane (BM) aufgegeben. Der Nachweis des eingebauten 
Digoxigenin wurde gemafi BM Protokoll, 1995 durchgefuhrt. 



Es zeigte sich. dafi die rekombinanten Enzyme (Klenow-Fragment) reverse Trsmskriptase-Akti- 
vitat besitzen (Abb. 22). Die Aktivitat ist abhangif. von der Gegenwart von Mn^* (optimale Kon- 
zentration 1 mM). Die Gegenwart von Mg'" hattc di^rahtr hinaus einen weiteren stimulierenden 
Effekt (optimale Mg^* Konzentration 4 mM). 
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Beispiel 1 1: Konstniktion des chimarcn Polymerasegens (sieh Abb. 20) 

Abkiirzung der Restriktionssequenzen - B-BamHI. Bsp-BspHI, H-Hindlll, N-Ncol, R-EcoRI, S- 
Sall, Sn-Snal, X-Xhol, Xm-Xmal 

1 . PGR Amplifikation der ATH POL Domane mit den Pritnern ATH UP und ATHLOW unter 
Verwendung des pARHislO Plasmids mit dem kompletten Polymerasegen im Vektor 
pTrcHISB und Subcloning im pSK+ Bluescript Plasmid pBSAT. Der Knschub wurde aus 
den flanking Primers sequenziert und stellte sich heraus, dafi aufgrund eines Fehlers wahrend 
der Primersynthese eine einzige Base in der ATHUP Primer Sequen geloscht worden war. 

2. Gerichtete Mutagenese des Plasmids pARHislO mit den Primern ml und m2 unter Ver- 
wendung der "Quick-change Procedure" (Stratagene) zum Einbau BamHI Sequenz an Posi- 
tion 1535 -> pARHislOmut. 

3. PGR Amplifikation der TNE EXO Domane mit den Primern TNEUP und TNEI CW auf der 
Matrizc des pTNEC2 Plasmids und Subklonen im Smal cut puC19 Plasmid - • pTEXl und 
pTEX2 mit unterschiedlich orientiertem Einbau. 

4. Subklonen des 1444 bp XhoI-BamHI Fragmentes aus dem pTNEC2 Plasmid mit der 
"LONG" EXO DomSne im XhoI-BamHI cut Plasmid pTEXl pTEXL. 

5. Einbau des kompletten ATH Polymerase Gens als 2553 bp BamHI-Hindll Fragment in 
BamHI-Hindlll cut pTEXL ^ pTEXLATF. 

6. Subsitution des Xmal-Snal Fragmentes des pTEXLATF Plasmids mit dem 1094 bp Xmal- 
Snal Fragmentes aus dem pARHis lOmut Plasmids mit der cingebauten BamHI Sequenz 
pTEXLATF*. 

7. Einbau des 4214 bp NcolHindll Fragmentes aus pTEXLATF* in den Ncol-Hindll cut 
pET21 d Vektor pETNAT. 

8. Leschen des for die N-terminale Domane der ATH Polymerase kodierenden 1 535 bp BamHI 
Fragmentes aus dem pETNAT Plasmid; dies fiihrt zu dnem "in-frame" Joining der TNE 
EXOL und ATH POL Sequenzen -> pETHYBR. 

9. Substitution des 1661 bp NcoI-BamHi Fragmentes von pETHYBR mit dem 829 bp BspHI- 
BamHI Fragment aus pETNAT; dies ftihrt zur Verwendung von Met284 der TNE Polymeras. 
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als Anfongscodon und Loschen der N-terminalen Domane mit der angenommenen 5'-3' 
Exonuklease Aktivitat pETHYBRdS. 
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Patentanspriiche 

1 . Polymerasenchimare zusammengesem aus ftinktionellen Aminosaurefragmenten von 
mindestens zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die ftinktionellen Aminosaurefrag- 
menten in der Polymerasenchimare aktiv sind und die Polymerasenchimare 5*-3'-Polyme- 
raseaktivitat aufweist. 

2. Polymerasenchimare gemafi Anspruch 1 zusammengesetzt aus funktionellen Aminosaure- 
fragmenten von mindestens zwei unterschiedlichen Polymerasen, wobei die erste oder die 
zweite Polymerase 3*-5*-Exonukleaseaktivitat aufweist und die Polymerasenchimare so- 
wohl 5'-3*-Polymeraseaktivitat als auch 3*-5*-ExonukIeaseaktivitat aufweist. 

3. Polymerasenchimare gemafi Anspruch 1 oder 2> wobei die Arainosaurefragmente jeweils 
Polymerasendomanen der ersten oder zweiten Polymerase entsprechen. 

4. Polymerasechimare gemafi einem der Anspruche 1-3, wobei die Polymeraseaktivitat auf- 
weisende Domane von der ersten Polymerase stammt und die 3*-5*-Exonukleaseaktivitat 
aufweisende Domane von der zweiten Polymerase stammt. 

5. Polymerasenchimare gemafi einem der Anspruche 1-4, wobei die crste oder die zweite 
Polymerase die Taq DNA Polymerase ist. 

6. Polymerasenchimare gemafi einem der Anspruche 1-4, wobei Chimare zusatzlich RT- 
Aktivitat auftveist. 

7. Polymerasenchimare gemafi einem der AnsprUche 1 -6, wobei die 3*-5'-Exonuklease- 
aktivitat aufweisende Polymerase eine Pol-I-Typ-Polymerase ist. 

8. Polymerasenchimare gemafi einem der Anspruche 1 -6, wobei die 3'-5*-Exonuklcase- 
aktivitat aufweisende Polymerase eine Pol-II-Typ-Polymerase ist. 

9. Polymerasenchimare gemafi einem der Anspruche 1 -8, wobei in die Aminosauresequenz 
der Chimare Histidin-tags eingebaut wurden. 
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1 0. DN A-Sequenz einer Polymerasenchimare gemaS einem der Anspriiche 1 -9. 



1 1 . DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQJD.No I . 

1 2. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ.ID.No 2. 

1 3 . DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ.ID.No 3. 

14. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemSfi SEQ.ID.No 4, 

1 5. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ.ID.No 5. 

16. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ.ID.No 6. 

1 7. DNA-Sequenz einer Polymerasenchimare gemafi SEQ.ID.No. 1 7. 

1 8. Vektor enthaltcnd eine DNA-Sequenz gemafi der A rispriiche 10-17. 

19. Transformierte Zelle die den Vektor gfeitiafi Anspruch 1 8 enhalt 

20. Verfahren zur Hersteliung der Polyrii6rasenchimaren gemafi einem der Anspruche 1 -9, 
dadurch gekennzeichnet> dafi das Verfahren die folgenden Schritte umfafit: 

- Planung von Varianten mit Hilfe von Aminosauresequenzalignments, von 3D- 
Modellen oder mit Hilfe von ekpeHAentell erraittelten 3D-Strukturen 

- gentechnische Hersteliung der Dorinahenaustauschvarianten 

- Legierung der DNA-Fragmente in Ausgangsvektoren 

- Expression der Chimaren in einerfi Wirt, der durch DNA-Fragment tragenden 
Vektoren transformiert wurde 

- Aufreinigung der exprimierten Polymerasenchimare 



2 1 . Verwendung der Polymerasenchimireh gemafi einem der Anspruche 1 -9 zur PGR. 
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22. Verwendung der Polymerasenchimaren gemafi Anspruch 1 zur Sequenzierung von DNA- 
Fragmenten. 

23. Verwendung der Polymerasenchimaren gemSfi einem der Anspruche 1-9 zur RT-PCR 
ausgehend von einem RNA-template. 



24. 



Kit enthaltend eine Polymerasenchimare gemaB einem der Ansprtiche 1 -9. 
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Abbildung 1/1 

SEQ ID No.: 1 

DNA-Sequenz : 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 
4 51 TACGAGGTCC GCATCCTCAC 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 
7 51 GCCCACATGG ACGATCTGAA 
801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG 
951 TG3UU3AIUVCA CTGAAAGCCT 
1001 TTGCATTTGA 1!ACCGAAACC 
1051 GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT 
1101 TGCTCATGAT TaaJCTTGSATG 
1151 TCG3U3TTOCT AAAACCGCTG 
1201 CAAAACCTGA iUlXACGMCG 
1251 GCGTGGGATS GCGTCTGATA 
1301 TTGCCG6GC6 TCACG&TATG 
1351 AAAACCATCA CTTTTGOAGA 
1401 CTTTAACCAG ATTGCCCTCG 
1451 CAGATGTCAC CTTGCAGTTG 
1501 CACGAGAGGC TCCTTTGGCT 
1551 TGTCCTGGCC CACATGGAGG 
1601 TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG 
1651 GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG 
1701 GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG 
1751 CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC 
1801 CGCGAGGCCC ACCCCATCGT 
1851 CAAGCTGAAG AGCACCTACA 
1901 GGACGGGCCG CCTCCACACC 
1951 AGGCTAAGTA GCTCCGATCC 
2001 GCTTGGGCAG AGGATCCGCC 
2051 TGGTGGCCCT GGACTATAGC 
2101 TCCGGCGACG AGAACCTGAT 
2151 CACGGAGACC GCCAGCTGGA 
2201 CCCTGATGCG CCGGGCGGCC 
2251 ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC 
2301 CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT 
2351 GGATTGAGAA GACCCTGGAG 
2401 CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA 
2 451 CGTGCGGGAG GCGGCCGAGC 
2501 CCGCCGCCGA CCTCATGAAG 



TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
ACCGCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
TtCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 
ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG 
GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 
CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA 
GGATTGCGZA GCTGGAAAAA GCGCCGGTAT 
GACAGCCTTG ATAAOITCTC TGCTAACCTG 
CGAGGCAGGC GXJUSCGGCAT ATATTCCGGT 
CGCCCGATCA AATCTCTCGC GAGCGTGCAC 
CTGQAAGATG AAAAGGCGCT GAAGOTCGGG 
CCeo£ATTCTG GCGAACTACG GCATTGAACT 
CdASGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCG 
GJVGAGCCTCG CGGAAC6TTG GTTGAAGCAC 
GATTGCTGGT AMGGCAAAA ATCAACTGAC 
AAGAAGCCGG ACGTTACGCC GCCGAAGATG 
CATCTCSUUIA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 
TTACCGGGAG GTGGAGAGGC CCCTTTCCGC 
CCACGGGGGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC 
GTGGCCGAGG AGGTCGCCCG CCTCGAGGCC 
CCAGGCCTTC AACCTCAACT CCCGGGACCA 
ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC ATCGGCAAGA 
TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 
GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC 
TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA 
CGCTTCAACC AGACGGCCAC ' GGCCACGGGC 
CAACCTCCAG AACATCCCCG TCCGCACCCC 
GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG GGGTGGCTAT 
CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 
CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA 
TGTTGGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC 
AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC 
CCAGGAGCTA GCCATCCCTT ACGAGGAGGC 
ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG GTGCGGGCCT 
GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 
GGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG 
GCAtGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA 
CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG 



1/31 



wo 99/47649 



PCT/EP99A)1674 



Abbildung 1/2 

SEQ ID No.: 1 



2551 GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG GTCCACGACG AGCTGGTCCT 

2601 CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG GCCAAGGAGG 

2651 TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 

2701 ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 



SEQ ID No.: 7 

Aminosauresequenz : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPYD NYVTILDEET LKAWIAKUSK AFVFAFDTET DSLDNISANL 

351 VGLSFAIEPG VAAYIPVIBD YLDAPDQISR ERALELLKPL LEDEKALKVG 

401 QHLKYDRGIL AMYGIELRGI AFDtEMLESYI LMSVAC^mDM DSLAEBHLKH 

451 KTITPEEIAjC IWWNQLTFNQ IALEEAGRYA AEDADVTLQL HLKMWPDLQK 

501 HERLLWLYRE VERPLSAVLA HMEATGVRLD VAYLRALSLE VAEEVARLEA 

551 EVFRLAGHPF NLNSRDQLER VLFDELGLPA IGKTEKTGKR STSAAVLEAL 

601 REAHPIVEKI LQYRELTKLK STYIDPLPDL IHPRTGRLHT RFNQTATATG 

651 RLSSSDPNLQ NIPVRTPLGQ RIRRAFIAEE GWLLVALDYS QIELRVLAHL 

701 SGDENLIRVF QEGRDIHTET ASWMFGVPRE AVDPLMRRAA KTINFGVLYG 

751 MSAHRLSQEL AIPYEEAQAF lERYFQSFPK VRAWIEKTLE EGRRRGYVET 

801 LFGRRRYVPD LEARVKSVRE AAERMAFNMP VQGTAADLMK LAMVKLFPRL 

851 EEMGARMLLQ VHDELVLEAP KERAEAVARL AKEVMEGVYP LAVPLEVEVG 

901 IGEDWLSAKE 



2/31 
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AbbUdungl/l 

SEQ ID No.: 2 

DNA-Sequenz : 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCC7 GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 
801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCtATCaC AACTACCWCA CCATCCTTSA 
951 TCaUUaUUVCA CTGAAAOCer GCATtGCGAA GCTGGaiUUUV GCGCCGOXAT 
1001 TteCJOTTGA X3iCCGaAACC GACAeCCTTC ATAACATCTC T6CTAACCT6 
1051 GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT C<3»CCCaOGC CtlAGCGGCAT ATATTCCGGT 
1101 TQCTCATOAT TATCTTGATO CSCCCOATCA AATCTCTCGC COfiCGTCCAC 
1151 TCGaUSCTSCT AAAACCGCTO CTOGBUUSATS AAAAOOCCCI GAACGTCCGG 

1201 cauuuvccTGaw aatacgatcg cgciattcto gcgaactacg gcattgaact 

1251 GCCTCGGATT GCGTTTGATA CCAITQCTGGA GTCCTACATT CXCAATAGCG 
1301 TTGCCGGGCG TCSICGATATG GMAGCCTCG COGAACGTTG GTTGAAGCAC 
1351 AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGl? AAAGGCAAAA ATCAACTGAC 
1401 CTTTAACCAO ATXGCCCTCC AAGAAflCCGG ACGITACGCC GCCGAAGRTG 
1451 CAGAXerCAC COTCCAGTTG CAtCtGRAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 
1501 CACAAAGGGC CGTTGAACGT CTTCOAGlUlT ATCGRAATGC CGCTGCTGCC 
1551 GGTGCTTTCA CGGATTGRAC 6TAACG6TGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC 
1601 TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG GTGGCCGAGG AGATCGCCCG CCTCGAGGCC 
1651 GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC AACCTCAACT CCCGGGACCA 
1701 GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC ATCGGCAAGA 
1751 CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 
1801 CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC 
1851 CAAGCTGAAG AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA 
1901 GGACGGGCCG CCTCCACACC CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC 
1951 AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG AACATCCCCG TCCGCACCCC 
2001 GCrrGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG GGGTGGCTAT 
2051 TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGAtAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 
2101 TCCGGCGACG AGAACCTGAT ceGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCC?* 
2151 CACGGAGACC GCCAGCTGGA TGTTGGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC 
2201 CCCTGATGCG CCGGGCGGCC AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC 
2251 ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA GCCATCCCTT ACGAGGAGGC 
2301 CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG GTGCGGGCCT 
2351 GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 
2401 CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG 
2451 CGTGCGGGAG GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA 
2501 CCGCCGCCGA CCTCATGAAG CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG 
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PCT/EP99/01674 



Abbildung2/2 

SEQ ID No.: 2 

2551 GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG GTCCACGACG AGCTGGTCCT 
2601 CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG GCCAAGGAGG 
2651 TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 
2701 ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 



SEQ ID No.: 8 

Aminos^uresequenz : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPYD HYVTILOEEt LKAI7XAKLEK AFVFAFDTET DSLDNISAHL 

351 VGLSF2U:£FG VAUTIFVAHD YLDAPDQISR ERAXiBLIiKFL USDZKkLKVG 

401 QMLKTORGIL AMYOXELRGI ASDmUSSYX XiHSVA^RHDM DSLAERWUeOi 

451 KTITFEBIA6 lALEEAGRYA AEDADVTXiQL HZJCMHPDLQR 

501 HKGPLNVFEN lEKPLVPVLS RIERNGVRLD VAYLRALSLE VAEEIARLEA 

551 EVFRLAGHPF NLNSRDQLER VLFDELGLPA IGKTEKTGKR STSAAVLEAL 

601 REAHPIVEKI LQYRELTKLK STYIDPLPDL IHPRTGRLHT RFNQTATATG 

651 RLSSSDPNLQ NIPVRTPLGQ RIRRAFIAEE GWLLVALDYS QIELRVLAHL 

701 SGDENLIRVF QEGRDIHTET ASWMFGVPRE AVDPLMRRAA KTINFGVLYG 

751 MSAHRLSQEL AIPYEEAQAF lERYFQSFPK VRAWIEKTLE EGRRRGYVET 

801 LFGRRRYVPD LEARVKSVRE AAERMAFNMP VQGTAADLMK LAMVKLFPRL 

851 EEMGARMLLQ VHDELVLEAP KERAEAVARL AKEVMEGVYP LAVPLEVEVG 

901 IGEDWLSAKE 
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Abbiiaung3/1 
SEQID No.: 3 

DNA-Sequenz: 

1 ATGAGGGGCT 
51 AATGAGGGGC 
101 TCGACGGCCA 
151 ACCACCAGCC 
201 CCTCCTCAAG 
251 ACGCCAAGGC 
301 GGCCGGGCCC 
351 GGAGCTGGTG 
401 AGGCGGACGA 
451 TACGAGGTCC 
501 CGACCGCATC 
551 GGCTTTGGGA 
601 GCCCTGACCG 
651 GGAGAAGACG 
701 TCCTCAAGAA 
751 GCCCACATGG 
301 CGACCTGCCC 
851 AGAGGCTTAG 
901 GAGTTCGGCC 
951 CCTGGTGGAA 
1001 TCGCCATAGEA 
1051 G?XCGGXATCT 
1101 CCWPCATMA 
1151 TAMAGAAAT 
1201 AMITTCGATT 
1251 TCACTTCGAC 
1301 AGTrCAATCT 
1351 TCTTACCAGG 
1401 TOCCGATGTT 
1451 ACATCACCTA 
1501 AGGCTCCTTT 
1551 GGCCCACATG 
1601 CCTTGTCCCT 
1651 TTCCGCCTGG 
1701 AAGGGTCCTC 
1751 AGACCGGCAA 
1801 GCCCACCCCA 
1851 GAAGAGCACC 
1901 GCCGCCTCCA 
1951 AGTAGCTCCG 
2001 GCAGAGGATC 
2051 CCCTGGACTA 
2101 GACGAGAACC 
2151 GACCGCCAGC 
2201 TGCGCCGGGC 
2251 GCCCACCGCC 
2301 CTTCATTGAG 
2351 AGAAGACCCT 
2401 GGCCGCCGCC 
2451 GGAGGCGGCC 
2501 CCGACCTCAT 



CGCATCACCA 
ATGCTACCGC 
CCACCTGGCC 
GGGGGGAGCC 
GCCCTCAAGG 
CCCCTCCTTC 
CCACGCCGGA 
GACCTCCTGG 
CGTCCTGGCC 
GCATCCTCAC 
CACGTCCTCC 
AAAGTACGGC 
GGGACGAGTC 
GCGAGGAAGC 
CCTGGACCGG 
ACGATCTGAA 
CTGGAGGTGG 
GGCCTTTCTG 
TTCTGGAAAG 
TTTGAAAAAC 
TCTTGAGAC6 
CTGX6TCTTT 
iOiCGCCCAGA 
CC70GA66AC 
ACAAGGTGTT 
ACGATGATAG 
GGACGATCTC 
AAC7CAT6TC 
CCTGTA6AAA 
CAGACTCTAC 
GGCTTTACCG 
GAGGCCACGG 
GGAGGTGGCC 
CCGGCCACCC 
TTTGACGAGC 
GCGCTCCACC 
TCGTGGAGAA 
TACATTGACC 
CACCCGCTTC 
ATCCCAACCT 
CGCCGGGCCT 
TAGCCAGATA 
TGATCCGGGT 
TGGATGTTCG 
GGCCAAGACC 
TCTCCCAGGA 
CGCTACTTTC 
GGAGGAGGGC 
GCTACGTGCC 
GAGCGCATGG 
GAAGCTGGCT 



TCACCATCAC 
TATTTGAGCC 
TACCGCACCT 
GGTGCAGGCG 
AGGACGGGGA 
CGCCACGAGG 
GGACTTTCCC 
GGClGGCGCG 
AGCCTGGCCA 
CGCCGACAAA 
ACCCCGAGGG 
CTGAGGCCCG 
CGACAACCTT 
TTCTGGAGGA 
CTGAAGCCCG 
GCTCTCCTGG 
ACTTGGCCAA 
GAGAGGCTTG 
CCCCCCCGTT 
TCJltAGAfiAA 
TCtTCCCTCG 
CAAACCAAAG 
ACGtGGATGA 
CCCG(SaVCCAA 
GATGGTAAAG 
C6GCTTACCT 
GCAtTGAAAT 
CTTCTCOTCT 
AAGCAGCGAA 

GGAGGTGGAG 
GGGTGCGCCT 
GAGGAGATCG 
CTtCAACCTC 
TAGGGCTTCC 
AGCGCCGCCG 
GATCCTGCAG 
CCTTGCCGGA 
AACCAGACGG 
CCAGAACATC 
TCAtCGCCGA 
GAGCTCAGGG 
CTTCGAGGAG 
GCGTCeCCCG 
ATCAACTTCG 
GCTAGCCATC 
AGAGCTTCCC 
AGGAGGCGGG 
AGACCTAGAG 
CCTTCAACAT 
ATGGTGAAGC 



GCTGCTGACG 
CAAGGGCCGG 
TCCACGCCCT 
GTCTACGGCT 
CGCGGTGATC 
CCTACGGGGG 
CGGCAACTCG 
CCTCGAGGTC 
AGAAGGCGGA 
GACCTTTACC 
GTACCTCATC 
ACCAGTGGGC 
CCCGGGGTCA 
GTGGGGGAGC 
CCATCCGGGA 
GACCTGGCCA 
AAGGCGGGAG 
AGTTTGGCAG 
GGATACAGAA 
ACTGAGAGAA 
ATCCCTTCGA 
GSMGCGZACrr 
AAAA6AAGTT 
AGATCGTTGC 
GGT6TTGAAC 
TCTTGaGCCG 
TTCTTGGATA 



CCGCTGTTTG 
CTATTCCTGT 
GCTTAAAACT 

AGGCCCCTTT 
GGAGGTGGCC 
CCCGCCTCGA 
AACTCCCGGG 
CGCCATCGGC 
TCCTGGAGGC 
TACCGGGAGC 
CCTCATCCAC 
CCACGGCCAC 
CCCGTCCGCA 
GGAGGGGTGG 
TGCTGGCCCA 
GGGCGGGACA 
GGAGGCCGTG 
GGGTCCTCTA 
CCTTACGAGG 
CAAGGTGCGG 
GGTACGTGGA 
GCCCGGGTGA 
GCCCGTCCAG 
TCTTCCCCAG 



ATGACGATAA 
GTCCTCCTGG 
GAAGGGCCTC 
TCGCCAAGAG 
GTGGTCTTTG 
GTACAAGGCG 
CCCTCATCAA 
CCGGGCTACG 
AAAGGAGGGC 
AGCTCCTTTC 
ACCCCGGCCT 
CGACTACCGG 
AGGGCATCGG 
CTGGAAGCCC 
GAAGATCCTG 
AGGTGCGCAC 
CCCGACCGGG 
CCTCCTCCAC 
TAQT6AAAGA 
TCCCCTTCGT 
CTOCGACATT 
ACASACCACT 
CTGAAAAA6C 
TCACAAnTG 
CTGTCCCTCC 
AACGAAAAGA 
CAAAATGJU:C 
GTTTCAGT7T 
GAAGA7GCCG 
CCACGAGGAG 
CCGCTGTCCT 
TATCTCAGGG 
GGCCGAGGTC 
ACCAGCTGGA 
AAGACGGAGA 
CCTCCGCGAG 
TCACCAAGCT 
CCCAGGACGG 
GGGCAGGCTA 
CCCCGCTTGG 
CTATTGGTGG 
CCTCTCCGGC 
TCCACACGGA 
GACCCCCTGA 
CGGCATGTCG 
AGGCCCAGGC 
GCCTGGATTG 
GACCCTCTTC 
AGAGCGTGCG 
GGCACCGCCG 
GCTGGAGGAA 
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Abbadung3/2 

SEQIDNo.:3 

2551 ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC GACGAGCTGG TCCTCGAGGC 
2601 CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG GAGGTCATGG 
2651 AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC 3TGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 
2701 GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 



SEQID No/. 9 

l"^"°MRGSmmS^^ MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS LEALLiCNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPPV GIRIVKDLVE FEKLIEKLRE SPSEMOLBT SSLDPEDCDI 

351 VGISVSETCPK EA,YYIPLHHR NAQHLDEKEV LKKLKEILED PGAKIVCQNL 

401 KFDTIWIMVK SVEWPPHTO TMIAMLLBP NBKKSNLDDI. AiraXGXKMT 

451 SYQBIMSFSS PLPGffSBTUJV PVEK»AHXSC EDADITYiaY KILSLKLHEE 

501 RLLWLYREVE RPLSAVLAHM EATGVRLDVA YLRALSLEVA EEIARLEAEV 

551 ^LAGHPFNL NSRDQLERVL FDELGLPAIG KTEKTGKRST SAAVLEALRE 

601 5\UPIVEKILQ YRELTKLKST YIDPLPDLIH PRTGRLHTRF NQTATATGRL 

651 V' SDPNLQNI PVRTPLGQRI RRAFIAEEGW LLVALDYSQI ELRVLAHLSG 

701 DENLIRVFQE GRDIHTETAS WMFGVPREAV DPLMRRAAKT INFGVLYGMS 

751 AHRLSQELAI PYEEAQAFIE RYFQSFPKVR AWIEKTLEEG RRRGYVETLF 

801 GRRRYVPDLE ARVKSVREAA EBMAFNMPVQ GTAADLMKLA MVKLFPRLEE 

851 MGARMLLQVH DELVLEAPKE RAEAVARLAK EVMEGVYPLA VPLEVEVGIG 

901 EDWLSAKE 
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AbbUdung4/l 

SEQ ID No.: 4 

DNA-Sequenz: 

1 ATGAGGGGCT 
51 AATGAGGGGC 
101 TCGACGGCCA 
151 ACCACCAGCC 
201 CCTCCTCAAG 
251 ACGCCAAGGC 
301 GGCCGGGCCC 
351 GGAGCTGGTG 
401 AGGCGGACGA 
4 51 TACGAGGTCC 
501 CGACCGCATC 
551 GGCTTTGGGA 
601 GCCCTGACCG 
651 GGAGAAGACG 
701 TCCTCAAGAA 
751 GCCCACATGG 
801 CGACCTGCCC 
851 AGAGGCTTAG 
901 GAGTTCGGCC 
951 CCTGGTGGAA 
1001 TCGCCATAGA 
1051 CTCGCTA3PCT 
1101 CCATCATACA 
1151 TMUUWSAAAT 
1201 AAATTCGAXT 
1251 TCACTTCGAC 
1301 AGTTCAAXCT 
1351 TCTTACCAGG 
1401 TGCCCATCTT 
1451 ACJVTCACCTA 
1501 GA!rCTGW5AGA 
1551 TGCACGGATG 
1601 CCTTGTCCCT 
1651 TTCCGCCTGG 
1701 AAGGGTCCTC 
1751 AGACCGGCAA 
1801 GCCCACCCCA 
1851 GAAGAGCACC 
1901 GCCGCCTCCA 
1951 AGTAGCTCCG 
2001 GCAGAGGATC 
2051 CCCTGGACTA 
2101 GACGAGAACC 
2151 GACCGCCAGC 
2201 TGCGCCGGGC 
2251 GCCCACCGCC 
2301 CTTCATTGAG 
2351 AGAAGACCCT 
2401 GGCCGCCGCC 
2451 GGAGGCGGCC 
2501 CCGACCTCAT 



CGCATCACCA 
ATGCTACCGC 
CCACCTGGCC 
GGGGGGAGCC 
GCCCTCAAGG 
CCCCTCCTTC 
CCACGCCGGA 
GACCTCCTGG 
CGTCCTGGCC 
GCATCCTCAC 
CACGTCCTCC 
AAAGTACGGC 
GGGACGAGTC 
GCGAGGAAGC 
CCTGGACCGG 
ACGATCTGAA 
CTGGAGGTGG 
GGCCTTTCTG 
TTCTGGAAAG 
TTTGAAAAAC 
TCTTGAG31C6 
CTGTGTCTTT 
AACGCCCAGA 
CCAG6A6GAC 
AC3UU5GTGTT 
ACGATGATAG 
GCSUZGATCTC 
AACTCATGTC 
CCT6TAGAAA 
CAGACTCTAC 
ACGTGTTCTA 
GAACTGAACG 
GGAGGTGGCC 
CCGGCCACCC 
TTTGACGAGC 
GCGCTCTACC 
TCGTGGAGAA 
TACATTGACC 
CACCCGCTTC 
ATCCCAACCT 
CGCCGGGCCT 
TAGCCAGATA 
TGATCCGGGT 
TGGATGTTCG 
GGCCAAGACC 
TCTCCCAGGA 
CGCTACTTTC 
GGAGGAGGGC 
GCTACGTGCC 
GAGCGCATGG 
GAAGCTGGCT 



TCACCATCAC 
TATTTGAGCC 
TACCGCACCT 
GGTGCAGGCG 
AGGACGGGGA 
CGCCACGAGG 
GGACTTTCCC 
GGCTGGCGCG 
AGCCTGGCCA 
CGCCGACAAA 
ACCCCGAGGG 
CTGAGGCCCG 
CGACAACCTT 
TTCTGGAGGA 
CTGAAGCCCG 
GCTCTrCTGG 
ACTTCGCCAA 
GAGAGGCTTG 
CCCCCCCGTT 
TCATAGAiGAA 
TClrPCCCTCG 
CAAACCAAAG 
AedtGGATCA 
CCCtGGAfiCAA 
GATGGTMA6 
COOCTTACCT 

COTCTCTTCT 
AA6CAGCGAA 
AAGATCCTGA 
CAAOkTAGAA 

GTGTGCGCCT 
GAGGAGATCG 
CTTGAACCTC 
TAGGGCTTCC 
AGCGCCGCCG 
GATCCTGCAG 
CGTTGCCGGA 
AACCAGACGG 
CCAGAACATC 
TCATCGCCGA 
GAGCtCAGGG 
CTtCGAGGAG 
GCGTCCCCCG 
AtCAACTTCG 
GCTAGCCATC 
AGAGCTTCCC 
AGGAGGCGGG 
AGACCTAGAG 
CC^TCAACAT 
ATGGTGAAGC 



GCTGCTGACG 
CAAGGGCCGG 
TCCACGCCCT 
GTCTACGGCT 
CGCGGTGATC 
CCTACGGGGG 
CGGCAACTCG 
CCTCGAGGTC 
AGAAGGCGGA 
GACCTTTACC 
GTACCTCATC 
ACCAGTGGGC 
CCCGGGGTCA 
GTGGGGGAGC 
CCATCCGGGA 
GACCTGGCCA 
AAGGCGGGAG 
AGTTTGGCAG 
6GATACAGAA 
ACTCAGAaAA 
ATCCTTTCGft. 
GAAGC6TACT 
AAAAGAA6TT 
AGAXCGTTGG 
GOTGTTGEAAC 
TCTTGAOCCG 
OTCTTGGATA 
CCGCT6TTTG 
CTATTCCTGT 
GCTTAAAACT 
ATGCCTCTTG 
GGAGGTGGCC 
CCCGCCTCGA 
AACTCCCGGG 
CGCCATCGGC 
TCCTGGAGGC 
TACCGGGAGC 
CCTCATCCAC 
CCACGGCCAC 
CCCGTCCGCA 
GGAGGGGTGG 
TGCTGGCCCA 
GGGCGGGACA 
GGAGGCCGTG 
GGGTCCTCTA 
CCTTACGAGG 
CAAGGTGCGG 
GGTACGTGGA 
GCCCGGGTGA 
GCCCGTCCAG 
TCTTCCCCAG 



ATGACGATAA 
GTCCTCCTGG 
GAAGGGCCTC 
TCGCCAAGAG 
GTGGTCTTTG 
GTACAAGGCG 
CCCTCATCAA 
CCGGGCTACG 
AAAGGAGGGC 
AGCTCCTTTC 
ACCCCGGCCT 
CGACTACCGG 
AGGGCATCGG 
CTGGAAGCCC 
GAAGATCCTG 
AGGTGCGCAC 
CCCGACCGGG 
CCTCCTCCAC 
tAGTGA2U^ 
TCCCCTTCCT 

CTGCGJkcnrr 

ACATACCACT 
CTOMUkAAGC 
TCAGAMTT6 
CTGPTCCCTCC 
AACGSAIIAA6A 
CA3UkATGACC 
GTTTCAGTTT 
SAAGATGCAG 
CCACGAGGCA 
TGAGC6TGCT 
TATCTCAGGG 
GGCCGAGGTC 
ACCAGCTGGA 
AAGACGGAGA 
CCTCCGCGAG 
TCACCAAGCT 
CCCAGGACGG 
GGGCAGGCTA 
CCCCGCTTGG 
CTATTGGTGG 
CCTCTCCGGC 
TCCACACGGA 
GACCCCCTGA 
CGGCATGTCG 
AGGCCCAGGC 
GCCTGGATTG 
GACCCTCTTC 
AGAGCGTGCG 
GGCACCGCCG 
. GCTGGAGGAA 
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AbbUdung4/2 
SEQIDNo.:4 

2551 ATGGGGGCCA GGATGCTCCT 
2601 CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG 
2651 AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC 
2701 GAGGACTGGC TCTCCGCCAA 



TCAGGTCCAC GACGAGCTGG TCCTCGAGGC 
CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG GAGGTCATGG 
GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 
GGAGTGA 



SEQ ID NO.: 10 

Aminos auresequen 2 : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPPV GIRIVTOLVB FEKI.IEKLRB SPSFAIDUET SSLDPFDCDI 

351 VGISVSFKPK EAYYIPLHHR NAQNLDEKEV LKKLKEILED PGAKIVGQNL 

401 KFDYKVLMVK GVEPVPPHFD TMIAAYLLEP NEKKFNLDDL ALKFLGYKMT 

451 SYQELMSFSS PLFGFSFADV PVEKAANYSC EDADITYRLY KILSLKLHEA 

501 DLENVFZKIE MPLVSVIARM EIUGVRLDVA YLRALSLEVA EEIARLEAEV 

551 FRLAGHPFNL NSRDQLERVL FDELGLPAIG KTEKTGKRST SAAVLEALRE 

601 AHPIVEKILQ YRELTKLKST YIDPLPDLIH PRTGRLHTRF NQTATATGRL 

651 SSSDPNLQNI PVRTPLGQRI RRAFIAEEGW LLVALDYSQI ELRVLAHLSG 

701 DENLIRVFQE GRDIHTETAS WMFGVPREAV DPLMRRAAKT INFGVLYGMS 

751 AHRLSQELAI PYEEAQAFIE RYFQSFPKVR AWIEKTLEEG RRRGYVETLF 

801 GRRRYVPDI.E ARVKSVREAA ERMAFNMPVQ GTAADLMKLA MVKLFPRLEE 

851 MGARMLLQVH DELVLEAPKE RAEAVARLAK EVMEGVYPLA VPLEVEVGIG 

901 EDWLSAKE 
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AbbUdungS/l 

SEQ ID No.: 5 

DNA-Sequenz : 

1 ATGAGGGGCT 

51 AATGAGGGGC 

101 TCGACGGCCA 

151 ACCACCAGCC 

201 CCTCCTCAAG 

251 ACGCCAAGGC 

301 GGCCGGGCCC 

351 GGAGCTGGTG 

401 AGGCGGACGA 

451 TACGAGGTCC 

501 CGACCGCATC 

551 GGCTTTGGGA 

601 GCCCTGACCG 

651 GGAGAAGACG 

701 TCCTCAAGAA 

751 GCCCACATGG 

801 CGACCTGCCC 

851 AGAGGCTTAG 

901 GAGTTCGGCC 

951 ATACGATATT 

1001 CAATGGAOGG 

1051 CTCTATCAC6 

1101 TTATGCAGAT 

1151 TTCCATACGT 

1201 CTCAGGATTA 

1251 ACa^TCATTC 

1301 TTAAATTAAC 

1351 GGCGATATGA 

1401 TCATGTAATA 

1451 TATATGAAGC 

1501 ATAGCAAAA6 

1551 CTCGATGGAA 

1601 CAATGGAAAT 

1651 GAGAGGCCCC 

1701 CCTGGACGTG 

1751 TCGCCCGCCT 

1801 CTCAACTCCC 

1851 TCCCGCCATC 

1901 CCGTCCTGGA 

1951 CAGTACCGGG 

2001 GGACCTCATC 

2051 CGGCCACGGC 

2101 ATCCCCGTCC 

2151 CGAGGAGGGG 

2201 GGGTGCTGGC 

2251 GAGGGGCGGG 

2301 CCGGGAGGCC 

2351 TCGGGGTCCT 

2401 ATCCCTTACG 

2451 CCCCAAGGTG 

2501 GGGGGTACGT 



CGCATCACCA 
ATGCTACCGC 
CCACCTGGCC 
GGGGGGAGCC 
GCCCTCAAGG 
CCCCTCCTTC 
CCACGCCGGA 
GACCTCCTGG 
CGTCCTGGCC 
GCATCCTCAC 
CACGTCCTCC 
AAAGTACGGC 
GGGACGAGTC 
GCGAGGAAGC 
CCTGGACCGG 
ACGATCTGAA 
CTGGAGGTGG 
GGCCTTTCTG 
TTCTGGAAAG 
CCATTTGCAA 
GGAAiSAAGAO 
AAGG2USAAGA 
GAAAATGAAG 
TGAG6TT6TA 
TCAG6GAGAA 
GACTTCCCAT 
CA3TGGAAGA 
CGrGCTGTAGA 
ACAA6GACAA 
AAiTTTTTGGA 
CCTGGGAAAG 
GATGCAAA6G 
TCAGCTTTCA 
TTTCCGCTGT 
GCCTATCTCA 
CGAGGCCGAG 
GGGACCAGCT 
GGCAAGACGG 
GGCCCTCCGC 
AGCTCACCAA 
CACCCCAGGA 
CACGGGCAGG 
GCACCCCGCT 
TGGCTATTGG 
CCACCTCTCC 
ACATCCACAC 
GTGGACCCCC 
CTACGGCATG 
AGGAGGCCCA 
CGGGCCTGGA 
GGAGACCCTC 



TCACCATCAC 
TATTTGAGCC 
TACCGCACCT 
GGTGCAGGCG 
AGGACGGGGA 
CGCCACGAGG 
GGACTTTCCC 
GGCTGGCGCG 
AGCCTGGCCA 
CGCCGACAAA 
ACCCCGAGGG 
CTGAGGCCCG 
CGACAACCTT 
TTCTGGAGGA 
CtGAAGCCCG 
GCTCTCCTGG 
ACTTCGCCAA 
GAGAGGCTTG 
CCCCCATCCA 
AGAGATACCT 
CTAAAiGATTC 
GtiTdGAAAA 
CAAA66TGAT 
TCAAGCGAGA 
GGAtCCTGAC 
Al^TTAGCGAA 
GAtGGAAGCG 
AGTCAAGGGA 
TAAATCTCCC 
AAGCCAAA6G 
T6GAGAGAAC 
CAAdTTATGA 
GAGAGGCTCC 
CCTGGCCCAC 
GGGCCTTGTC 
GTCTtCCGCC 
GGAAAGGGTC 
AGAAGACCGG 
GAGGCCCACC 
GCTGAAGAGC 
CGGQCCGCCT 
CTAAGTAGCT 
TGGGCAGAGG 
TGGCCCTGGA 
GGGGACGAGA 
GGAGACCGCC 
TGATGCGCCG 
TGGGCCCACC 
GGGCTTCATT 
TTGAGAAGAG 
TTCGGCCGCC 



GCTGCTGACG 
CAAGGGCCGG 
TCCACGCCCT 
GTCTACGGCT 
CGCGGTGATC 
CCTACGGGGG 
CGGCAACTCG 
CCTCGAGGTC 
AGAAGGCGGA 
GACCTTTACC 
GTACCTCATC 
ACCAGTGGGC 
CCCGGGGTCA 
GTGGGGGAGC 
CCATCCGGGA 
GACCTGGCCA 
AAGGCGGGAG 
AGTTTGGCAG 
6CA6TT6T66 
CATCGACAAA 
TT6CCTTCGA 
GQCCCAATTA 
TACTTGGUUUi 
GAGAOATGAT 
ATTATAGTTA 
AAGG6CAGAA 
AGCCCAAGAT 
AGAATACATT 
AACATACACA 
AGAAGGTATA 
CTTGAGAGAG 
ACTCGGGAAA 
TTTGGCTTTA 
ATGGAGGCCA 
CCTGGAGGTG 
TGGCCGGCCA 
CTCTTTGACG 
CAAGCGCTCC 
CCATCGTGGA 
ACCTACATTG 
CCACACCCGC 
CCGATCCCAA 
ATCCGCCGGG 
CTATAGCCAG 
ACCTGATCCG 
AGCTGGATGT 
GGCGGCCAAG 
GCCTCTCCCA 
GAGCGCTACT 
CCTGGAGGAG 
GCCGCTACGT 



ATGACGATAA 

GTCCTCCTGG 

GAAGGGCCTC 

TCGCCAAGAG 

GTGGTCTTTG 

GTACAAGGCG 

CCCTCATCAA 

CCGGGCTACG 

AAAGGAGGGC 

AGCTCCTTTC 

ACCCCGGCCT 

CGACTACCGG 

AGGGCATCGG 

CTGGAAGCCC 

GAAGATCCTG 

AGGTGCGCAC 

CCCGACCGGG 

CCTCCTCCAC 

ACATCTTCGA 

GGCCTAATAC 

TATAGAAACC 

XAATGATTAG 

AACATAGATC 

AAAGAGATTT 

CTTAXAATGG 

AAACTTGGGA 

GCAGAGAATA 

TCGACTTGTA 

CTAGAGGCTG 

CGCCGACGAG 

TTGCCAAATA 

GAATTCCTTC 

CCGGGAGGTG 

CGGGGGTGCG 

GCCGAGGAGA 

CCCCTTCAAC 

AGCTAGGGCT 

ACCAGCGCCG 

GAAGATCCTG 

ACCCCTTGCC 

TTCAACCAGA 

CCTCCAGAAC 

CCTTCATCGC 

ATAGAGCTCA 

GGTCTTCCAG 

TCGGCGTCCC 

ACCATCAACT 

GGAGCTAGCC 

TTCAGAGCTT 

GGCAGGAGGC 

GCCAGACCTA 
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Abbadung5/2 
SEQID No.: 5 

2551 GAGGCCCGGG TGAAGAGCGT 
2601 CATGCCCGTC CAGGGCACCG 
2651 AGCTCTTCCC CAGGCTGGAG 
2701 CACGACGAGC TGGTCCTCGA 
2751 CCGGCTGGCC AAGGAGGTCA 
2801 TGGAGGTGGA GGTGGGGATA 



GCGGGAGGCG GCCGAGCGCA TGGCCTTCAA 
CCGCCGACCT CATGAAGCTG GCTATGGTGA 
GAAATGGGGG CCAGGATGCT CCTTCAGGTC 
GGCCCCAAAA GAGAGGGCGG AGGCCGTGGC 
TGGAGGGGGT GTATCCCCTG GCCGTGCCCC 
GGGGAGGACT GGCTCTCCCC CAAGGAGTGA 



SEQID No.: 11 



^ mITgshhhT^^^^^ mlplfepkgr vllvdghhla yrtfhalkgl 

^1 ??SRGE?VQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

yl\ G^IZ^9 RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

]l\ yI^MLTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

II] IVrlTsom. pgvkgigekt arklleewgs leallkhldr lkpairekil 

IV; iSJnSJS DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

\l\ ETOLLE^m A^SdIFBTOI PIMRTllDK GLIPME6EEE LKIIAFDIET 

351 L^^^ gS?J^STAD BHBATVITm NIDLPYVEW SS^E^ 

40i ^^CT IIVWMGDSP DFWLAKRAE KIXSIKLTI^ 

mMT^VKG RIHroLYHVI TRTINIJTrr I^VTEAIFO KPKBKVTIUJE 

in] ^^^( iS^SME DAKATTOl^ EFLFMEIQI^ ERLLWLYREV 

Isi SSS?^ S^?Sv AYLRALSLEV AEEIARLEAE VFRLAGHPFN 

tmSdolerv lfdelglpai gktektgkrs tsaavlealr eahpivekil 

II] SSlks ^yidplpdli hprtgrlhtr fnqtatatgr lsssdpnlqn 

nl] ?p^ipLGQR IRRAFIAEEG WLLVALDYSQ IELRVLAHLS GDENLIRVFQ 

il] egmISeta swmfgvprea vdplmrraak TINFGVLYGM SAHRLSQELA 

III ?pyeS?i eryfqsfpkv rawiektlee grrrgyvetl fgrrryvpdl 

11] JIr?Svrea aebmafnmpv qgtradlmkl amvklfprle emgarmllqv 

III SvARLA KEVMEGVYPL AVPLEVEVGI GEDWLSAKE* 
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Abbildung6/l 
SEQ ID No.: 6 



T aSgggct cgcatcacca tcaccatcac gctgctgacg atgacgataa 

J; JlJ^^Srrr ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
??ga??gcca cScSggcc TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
IcCACCAGC? GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG gtctacggct tcgccaagag 
Jctcctcaag gccctcaagg aggacgggga cgcggtgatc gtggtctttg 

ArcccI^^C CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAG6CG 

Sgccg^cc ccaSccgga GGACTTTCCC cggcaactcg ccctcatcaa 
rrAGcSc gacctcctgg ggctggcgcg cctcgaggtc ccgggctacg 
Sgacga cgtcSggcc agcctggcca agaaggcgga ^^gagggc 

■vj^rrhrrTCC gCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 

rGAccGcIic cSgtcctcc ACGCCGAGGG gtacctcatc accccggcct 

GGC^T^GGGA S^gScGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
rrrrTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
*;c;i gSgScg ?cSggaagc TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
7m Sc?^^ CCTGG^GG CTGAAGCCCG ccatccggga gaagatcctg 
nV; rcccSi?SG acgatctgaa gctctcctgg gacctggcca aggtgcgcac 
cScctgccc ctggaggtgg acttcgccaa aaggcgggag cccgaccggg 
agagS?tag ggcctttctg gagaggcttg agtttggcag cctcctccac 
Sag??cgS? ?tctggaaag ccccgxtaga gaacatccag cagttgtgga 
StcScSa Scgaiattc catttgcaaa gagaiacctc atcgacaaag 

sss^ ss««^ 

ATAGAAACCC TCTATCACGA ASdRfiJUMSAG TTTGOM^ fSSSSJ 
wSSrraiGT TATGCAGATG AAAATGAASC AAAGOTOATT ACTTGGRAAA 
JSSSSS TCCATACCSTT (aaffTTCm CAAflCGAfiAO AaAOATGAIA 
if^^SJ TCMCATOIT CAGGGAGAAS GATCCTGACA TTATAGTTAC 
i^SS SctStTCG ACftCCCATA TTTAGCGAAA AGGGCA^ 
ScOTM^ TAAATTAACC AOTGGAA6AS ATG6AAGCGA GCCCAAGATG 
SS^G ^Stgac GGCTGTAOAA GTCAAGGGAA GAATACATTT 
^^S^i? ?^AATAA CAAGGACAAT AAATCTCCCA ACATACACAC 
T^GGCTCT ATATGAAGCA ATTTTTGGAA AGCCAAAGGA GAAGGTATAC 
S^SSIS TAGCAAAAGC CtOGGAAAGT GGASASAACC TTGAGAGAGT 
f^^^ ^^^0 AT&CAAAGGC AACTTATGAA CTCGG^G 
ISrcCTTCC AATGGAAACT CAiSfilTTCAA GATTACTTGG ACAACCTTTA 
i^^^ SJgScAAG CAdAOGGAAC CTTGtAGAGT =GTTCWACT 
JS^SSc T^SaAGAA ACGAAGTAGC TCCAAACAAO CCAA6T»IAG 

IS^^tS AAGAAGGCTC AOGGAGAGCT acacaggtgg attcgtgcgc 
^Satctcag ggcgttgtcc ctggaggtgg ccgaggagat 

CgScGcSc GAGg'cCGAGG TCTTeCGCCT J^CGGCCAC CCCTTCAACC 
TCAACTCCCG GGACCAGCTG GAAAGGGTCC TCTTTGACGA GCTAGGGCTT 
?c?ScStcg GCAAGACGGA GAAGACCGGC AAGCGCTCCA ccagcgccgc 
ScCTCGAG gccctccgcg aggcccaccc catcgtggag aagatcctgc 
aSaccSSa gScaccaag ctgaagagca cctacattga ccccttgccg 
SJStc^c accccaggac ggggcgcctc cacacccgct tcaaccagac 
ScScGGCc acggSaggc taagtagctc cgatcccaac ctccagaaca 

05 ni TrrrrCTCCG CACCCCGCTT GGGCAGAGGA TCCGCCGGGC CTTCATCGCC 

25 Sggaggggt g^attggt ggccctggag tatagccaga tagagctcag 

otni rrTrrTGGCC CACCTCTCCG GGGACGAGAA CCTGATCCGG GTCTTCCAGG 
AGGGCCGGGA CATCCACACG GAGACCGCCA GCTGGATGTT CGGCGTCCCC 
2401 CGGGAGGCCG ^SaCCCCCT GATGCGCCGG GCGGCCAAGA CCATCAACTT 
rrrrCTCCTC TACGGCATGT CGGCCCACCG CCTCTCCCAG GAGCTAGCCA 
^cSSacga gSaggcccag GCCTTCATTG AGCGCTACTT TCAGAGCTTC 



101 
151 
201 
251 
301 
351 
401 
451 
501 
551 
601 



801 
851 
901 
951 
1001 
1051 
1101 
1151 
1201 
1251 
1301 
1351 
1401 
1451 
1501 
1551 
1601 
1651 
1701 
1751 
1801 
1851 
1901 
1951 
2001 
2051 
2101 
2151 



2451 
2501 
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Abbildung6/2 
SEQIDNo.:6 

2551 CCCAAGGTGC GGGCCTGGAT TGAGAAGACC CTGGAGGAGG GCAGGAGGCG 
2601 GGGGTACGTG GAGACCCTCT TCGGCCGCCG CCGCTACGTG CCAGACCTAG 
2651 AGGCCCGGGT GAAGAGCGTG CGGGAGGCGG CCGAGCGCAT GGCCTTCRAC 
2701 ATGCCCGTCC AGGGCACCGC CGCCGACCTC ATGAAGCTGG CTATGGTGAA 
2751 GCTCTTCCCC AGGCTGGAGG AAATGGGGGC CAGGATGCTC CTTCAGGTCC 
2801 ACGACGAGCT GGTCCTCGAG GCCCCAAAAG AGAGGGCGGA GGCCGTGGCC 
2851 CGGCTGGCCA AGGAGGTCAT GGAGGGGGTG TATCCCCTGG CCGTGCCCCT 
2901 GGAGGTGGAG GTGGGGATAG GGGAGGACTG GCTCTCCGCC AAGGAGTGA 



SEQIDNo.: 12 

Aminos Sure sequenz ; 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

■•01 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKK2VEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPVR EHPAWDIPB TOIPFMCRYL 1DK6L1PMEG EBELKIIAFD 

351 IBTLtHEGBE FGKGPIIMIS TADBHBAKVI THKHIDI.PXV BWSSBBKMI 

401 KRFLRllBEK DPDIIVTWO DSPDPPXLAK lOBKLGIKLT I GRDGSE BKM 

451 QRIGDMIAVB VW3RIHFDLY HVlTRmHJ? TTTtEAVYEA IFGKPKKKVT 

501 ADBIMOWBS OBHLBIWWW SMEDAKATYE LGKEFLBMEI QLSRLVOQPL 

551 WVSRSSTGH LVEWFIiRKA YERHEVAPMK PSEEETQRRI. RESYTGGEVR 

601 LDVAYLRALS LEVAEEIARL EAEVFRLAGH PFNLNSRDQL ERVLFDELGL 

651 PAIGKTEKTG KRSTSAAVLE ALREAHPIVE KILQYRELTK LKSTYIDPLP 

701 DLIHPRTGRL HTRFNQTATA TGRLSSSDPN LQNIPVRTPL GQRIRRAFIA 

7 51 EEGWLLVALD YSQIELRVLA HLSGDENLIR VFQEGRDIHT ETASWMFGVP 

801 REAVDPLMRR AAKTINFGVL YGMSAHRLSQ ELAIPYEEAQ AFIERYFQSF 

851 PKVRAWIEKT LEEGRRRGYV ETLFGRRRYV PDLEARVKSV REAAERMAFN 

901 MPVQGTAADL MKLAMVKLFP RLEEMGARML LQVHDELVLE APKERAEAVA 

951 RLAKEVMEGV YPLAVPLEVE VGIGEDWLSA KE* 
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Abbildung 7 



1 2 3 4 5 6 7 8 
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Abbilduog 8 



MW NHis-TaqPol TaqEcl TaqTnel TaqTne2 MW 
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Abbadung9 



Speiifbcbe Aktivititeii der Domanenanstausclivatiaiiten 
bei venchiedenen Temperatoren 
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AbbUdung 10 
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Abbildung 11 
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Abbildung 12 



ohnePol. NHisTaqPol(SOOU/^l) UITnia DNA Polymerase (5U/^l) 
20 h 0,Sh 3h 20 h 1 min Smin lOmin 20 h 




- 23 mer 

- 20 mer 
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AbbUdung 13 

ohne Pol. TaqEcl (500 U/)iI) ohne Pol TaqEcl (500 U/^I) 

600 15 30 45 60 90 180 600 min 600 15 30 45 60 90180600min 




• 23 mer 
- 20 mer 
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Abbildung 14 



Ml/Pl Ml/Pl MI/P2 M1/P3 

- + - + - + 




20/31 



wo 99/47649 



PCT/EP99/01674 



on 

e 

o 

U 

o 
u 

u 

E 

mmm 

u 

CL 



4> 



S 

o 

M 
4» 

VD 
I 

e 

B 

t 

E 

09 

e 

E 



e 
o 



S 
1 

>^ 

c 
a 

M 

a 
2 

£ 

e 



in 

00 

c 

3 

3 

JO 

< 



4> 



s 



e 

u 

2 

u 

O 



B 



fiu 
>» 

& 

•c 

On 
JS 

E 



06 
o 



e 



4> 
M 

a 

> 



< 



U 

E 



I 

u 
< 

f- 
< 



s 
•c 

eu 



S 

sn 

s 



I — I 



5h 5n 



21/31 



wo 99/47649 



PCT/EP99/0I674 




22/31 



WOW/47649 



PCT/EP99/01674 



Abb. 17/1 

SEQIDNo. 43 
SEQID No- 44 
SEQIDNo. 45 
SEQID No. 46 

chimera 

tne • rse 

ath.rse 

DPOl ECOLI 



MARLFLFrxn-ALAYRAYYALDRSLSTSTGIPTNATYGVAWOiTO^ 

MARLFLFTCTAIiAYRAYYALDRSLSTSTGIPTNATYGVAI^^ 

- ^CKLVIFDGNSILyIUlFFALP-ELTTSNNIPTNAIyGFVNVIL^ - -EKPD 

MVQIPQNPLILVIX5SSYLYRAYHAFP- PLTNSAGEPTGAMYGVL^ - - YKPT 



Chimera 

tne . rae 

ath.rse 

DPOl ECOLI 



yVAVAFDKKAATFRHKLLETYKAQRPKTPDLLIQQLPYIKIOL 
YVAVAFDKKJJlTFRHmiETyKAQRP!^^ 

YVAVAFDiatGREARKSEYEEYKAintKPMFDNliQVQI PYVRE I LYAPNI PI lEFEGYEADD 
HAAVVFDAKGKTFRDELFEHYKSHRPPMPDDIJIAQIEPLHA^^ 



Chimera I lATLAVKGLPLFDEIFIVTGDKDMLQLVNEKIKVWRIVKGISD- -LELYDAQKVKEKYG 

Chimera I lATLAVKGIiPLFDEIFI VTQDItoMLQLVNEKIKVWR IVKGI SD - - LELYDAQKVKEKYG 

ath . rse VIGSLVNQFKNTGLDI VI ITGDRDTLQLLDKNVVVKI VSTKFDKTV^ 

DPOl ECOLI VIGTIAREAEKAGRPVLIST6DKDMAQLVTPNITLINTMTNTILG--P EWNKYG 



chimera VEPQQIPDUJ^TGDEIDNIPGVtGIGEKTAVQLLEKYKDLEDILNHVR^ Q 

tne • rse VEPQQIPDLWOiTGDEIDNIPGVTGIGEKTAVQLLEKYKDLEDlLirav^ Q 

ath, rse VWANQVPDYKALVGDQSDNIPGVKGIGEKSAQKLLEEYSSLEEIYQNLD S 

DP01_EC0LI VPPELIIDFLALMGDSSDNIPGFVPGVGEKiyiOALLQGLGGLDTLYAEP 

it 4r it* Ir* it * it* it 

♦ •••«•• 

chimera KVRKAIJJmRENAILSKKLAILElTNVPIEINW^ IMKE 

tne , rse KVRKMJLiRDRENAILSKKLAIIJETOVPIEINWEEL^^ 

ath. rse SIREKLEAGKDMAFLSKRLATIVGDLPLNVKLEDIJITKEWNK^ 

DPOl^ECOLI TMAAKLEQNKEVAYLSYQIATi«TDVELELTCEQLEVQQP^ 

* _ * ** .... * * . * * 



chimera LQLYEESEPVGYRIVK DLVEFEKLIEKLRESP 

tne . rse LQLYEESEPVGYRIVK DLVEFEKLIEKLRESP 

ath . rse LGLS — EWQFEFVQQRTDIPD 

DPOl-ECOLI veagkwujakgakpaakpqeti^vAdeapevtatvisydnyvtildeetlkawiak^ 



chimera SFAIDLETSSLDPFDCDI VGISVSFKPKBAYYIPLHHRNAQNLDEKE - r - VLKKLKEILE 

tne , rse SFAIDLETSSIJDPFDCDIVGISVSFKPKEAYYIPLHHRNAQra^ - - VLKKLKEILE 

ath. rse VEQKEl£SISQIRaKE--IPLMFVQGEK-CFYLYDQESNTVFITSN KLLIEEIL 

DPOl ECOLI VFAFDTETDSLDNISANLVGI^FAIEPGVAAYIPVAHDYLDAPDQISRERALEI^ 
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Abb. 17/2 

chimera oPCaVKIVGQNUCFDYKVUIVKGVEPVPPHFDTMIAAYliEP^ 

^^11 DpGAKIVGQNLKFDyKVIJ4VKGVEPVPPHFOTMIAA^ 

ath rTe— KSmViatmDIJailFHQUa^DTimiKNCElJVMIASYVII)^ 

DPoi EC5E DEKAUOraQNUCYDRGIIANYGIEUlGIAFDTMr^SyiU^^ 

- ♦* * **..*.* ••* * 

chin«ra TSYQEIMSFSSPLFGFSFADVPVEKAANySCEDADirifRLYKILSLKI^ 

t^^S TSYQEU^SFSSPI^GFSPADVPVEKAANYSCEDADITYRLYKILSLKL^ 

tne.rse ^JJi^^ivS WLLKRLWDELLRLIDLNS-CQFLYEN 

D^i^cBEi ??FEEIiVGKGKNQ- -LTFNQIALEEAGRYAAEDW^ 

lEMPLVSVLARMELNGVKVDimALIQYTKEIENKIL^ 



chimera ^^pL^g^^jj^Ei^GVYVDrEFLKKLSEEYG^^ 

lERPLIPVLYEK 

DPOl-ECOLI lEMPLVPVLSRl— _ ^ ^ ^^^^ ^ 



' :Ei;;Li^Yra«mGFKVDRnALIQYTKEIEinaiJCLETQIYQIA^^ 

ath.rse ii^Kfi. ^jj^jNGVKIDPKVUlNHSEELTIJaAELEKKAHEIAGBEFNLSSTKQLQT 



Chimera_ ILFEKLKLPVIKKTrrG^-YSTDAEVLEELFDKffilVPLII^^^ 



ILFEKI^IKPRGKTTKTGDYSTRIEVLEEIJUSBHEIIPLILByRKIQK^ 

rrrTPGG-AI- 

chimera INPSSGR\ 



DPOl EC^ ,i,PEKQGIKPLKKTPGG.APSTSEEVLEEIJ^YPLPKVILEYRG^ 



****** 



IVHTTFIQTGTATGRLASSDPNLQNIPVKYDEGKLIRKVFVPEG-GHVLIDADY 



VNPKTGRIHASFNQTCTATGRLSSSDPNLQNLPTKSBEGKEIRKAIVPQDPNWWIVSADY 
DPOl-ECOLI INPKTGR^raTSYHQAVTATGRLSSTOPNLQNlPVmIEBGRRIRQAFIAPE- 



Sh.rsJ— INPSSGRVimFIQTGTATGRLASSD™^^ 



** *♦ * , 



* *«**♦«.*.♦****♦.* . .**. ** 



K- v.» soTELRILftHISEDERLISAFKNNVDIHSQTAAEVFGVDIADVTPEMRSQAKAVNFGIVY 

^nii^e— SiS^^sSeNLI^EEGIDVHTLTASRIFNVKPEEVT^^ 

^th rse— SSfI^^SsEDERLlSAFKNNVDIHSQTAAEVK^ 

dpSIecSEI ISS;Lmahlsrdkgij.tafaegkdihrataabvfglpi^tvt^^^ 



™^-r« GTSDYGIJUa3IKISRKEAAEFINKYFERyPKVKEYIJDim^FARDNOFVLTLF!«lKRY^ 
Chimera^. '^'^^''^J^ 

^rsl— SId^G^SI^FINKYFERYPKVKEYI^™ 

oLAFGlJ^QI^IPRKEAQKYMDLYFERYPGVI^YMERTRAQAKEQGYyE^ 



ath. rse DI^TORNliaYAERIAMHSPIQGSAADIMiaAMIK^^ 



tne . rse 



DPOl eJ^ DIKSSNGARIU^RAAINAPMQGTAADIIKRAMIAVDAWI^AEQPRVRMIMQyHD^^ 
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>, • EAPYEEKDIVKEIVKREMENAVALKVPLWBVKEGLNWYENKI 
EVPNEEKDALVBLVKDRMTNWKLSVPLEVDVTIGKTWS- - - - 

' III EAPYEEKDIVKEIVKREMENAVALKVPLVVEVKEGLNWyENKI 

Spoi EC5EI EVHKDDVDAVAKQIHQLMENCTRLDVPLLVEVGSGENWDQAH- 
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Abbildung 18/1: 

SEQIDNo.:. 19 
SEQIDNo.:20 
SEQIDNo.: 21 
SEQIDNO.: 22 

TNE UP 5' CTG ACC ATG GCG AGA CTA TTT CTC TTT G -3' 
THE LOW 5' TCT GTC GAC CTT CAC ACC GTT CAG TTC CAT CC -3 
ATH OP - AAG GTC GAC AGA GAT GCC CTC ATC CAA TAT ACC -3 

ATH LOW V - TAG CAA OCT TCT ATT TTG TCT CAT ACC ACT -3' 



Kreuzungspunkt 1 

SEQIDNo.: 23 
SEQIDNo.: 24 
SEQIDNo.: 25 



chimera_ 
tne.rse_ 
ath. rse 



lEMPLVSVLARMELNGV | KVDRDALIQYTKEIENKILKLETQIYQlAGBMFigiNSPKQLSY 
lEMPLVSVLARMELHGV | YVDTEFLKKLSEEYGKKLEELAEEIYRIAGEPFNINSPKQVSR 
lERPLIPVLYEMEKTGF | KVORDALIQTrKEIENKILKLETQIVaiAGEWFNINSPKQLSY 



B. 



SEQIDNo.: 19 
SEQIDNo.: 26 
SEQIDNo.: 27 



5' ctg acc ATG GCG AGA CTA TTT CTC TTT G -3' 

TNEOP I „ 

ATG GCG AGA CTA TTT CTC TTT GAT GG^ 27 
MARLFLFDG 9 



SEQIDNo.: 28 
SEQIDNo.: 29 
SEQ ID No.: 20 
SEQIDNo: 21 
SEQ ID No.: 30 
SEQIDNo.: 31 

1512 CGG ATG GAA CTG AAC GGT GTG TAC GTG GAC ACA GAG TTC CTG AAG AAA CTC 1563 
505 R M E L N G V Y V D T E F . K K L 521 

3'CC CAT CTT GAC TTG CCA CAC ctt CAq cTG TcT 5 
^ «-| TNELOM 

"Sal I site " 

ATHUP |=""««>Mi=»««— -—— " "* 

5- AAG GtC Gac AGA GAT GCC CTC ATC CAA TAT ACC -,V 
1387 ATG G..^ AAA ACA GGA TTT AAG GTG GAT AGA GAT GCC CTC ATC CAA TAT ACC 1435 

463 MEKTGFKVDRDA-IQyT 479 
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Abbildung 18/2: 

SEQ ID No.: 32 
SEQIDNo.:33 
SEQ ID No.: 22 

2526 GGA CTG AAC TGG TAT GAG ACA AAA TAG 2553 
843 G L M W y E T K ♦ 

3'TG ACC ATA CTC TGT TTT ATC ttcgaacgat 5 
, I ATHLOW 
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Abbildung 19: 

SEQ ID No.; 34 
SEQIDNo.:35 
SEQ ID No.: 36 

Kreuzungspunkt 2 

chimera 3 IMEPLVSVLARMELNGVYVDTEFLKKLSEEYGKKLEELAEEIYRIAGEPFNINSPKQVS I R 

tne . rse lEMPLVSVXJUmELNGVYVDTEFLKKLSEEYGKKLEElAEEX YRIAGEPFNINSPKQVS I R 

ath.rse IERPLIPVLYEMEKTGFKVDRDALIQYTKEIENKILKLETQIYQIAGEWFNINSPKQLSIr 

A, 

TNE Polymerase Nucleotidsequenz 1642-1689 

SEQ ID No.: 37 
SEQ ID No.: 38 

Bam HI site 

1642 TCA CCG AAG CAG GTT TCA AGG A?C CTT TTT GAA AAA CTC GGC ATA AAA 1689 
548 S?KQVSR:LFEKLGIK 563 

SEQ ID No.: 39 
SEQ ID No.: 40 
SEQ ID No.: 41 
SEQ ID No,: 42 

ATH Polyerase Nucleotidsequenz 1513 - 1560 

1513 TCA CCG AAA CAG CTT TCT TAC ATT TTG TTT GAA AAG CTA AAA CTT CCT 1560 
505 SPKQLSYILFE:-<LKLP 520 

5'CA CCG AAA CAG CTT TCT agg ate cTG TTT GAA AAG CTA AAA CTT CCT G 3' 
I ml > 

3'GT GGC TTT GTC GAA AGA tec tag gAC AAA CTT TTC GAT TTT GAA GGA C 5' 

< m2 1 

B. 
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pAR-HislO 





Xin™S«H 

M 



V////////, 



S { H 
pBSAT 



7 



S H 



pINECZ 
X B 6 



pARHislOmut 




BXm BSn H 



RHX -^BSH 



XNBH 



Xm B Sn 




y///////////A, 



B 




pTEXLATF 



RNX BSH 
ladq 



B Xm Sn H 



pTEXUTF' 




pET21d 
T7pr H HT7term 



R N X Bsp B Xm B Sn H 



pETKAT 



Bsp B 



asBBf 



TTprN Bsp BXm BSn HT7term 



§ 



pETHYBRdS 



^ 1 \^^F,rmwj7^^ 
T7prH/BspBSn HT7tenn 



pETHYBR 
T7pr N Bsp B Sn H T7term 

Abbildung 20 
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Abbildung 22: 



Vergieich der Reverse-Transcriptase-Aktivitat der 
Tne/Ath*Hybrtdpoiymerasen mit Tth- und C.therm. 

Polymerase 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALIiGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof erstr . 116 

( C ) ORT : Mannhe im 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 6 8305 

(G) TELEFON: 06217595482 

(H) TELEFAX: 06217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Polymerasenchimaeren 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 14 

(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Pacentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2733 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS ; Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 1: 

ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 12 0 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 24 0 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 3 00 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 
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AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 
GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 
ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 
GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 
GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 
GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 
CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTGTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 
GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA TGAAGAAACA 960 
CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCCGGTAT TTGCATTTGA TACCGAAACC 1020 
GACAGCCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAG ^C 1080 
GTAGCGGCAT ATATTCCGGT TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCGC 1140 
GAGCGTGCAC TCGAGTTGCT AAAACCGCTG CTGGAAGATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 1200 
CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATTCTG GCGAACTACG GCATTGAACT GCGTGGG ATT 1260 
GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCG TTGCCGGGCG TCACGATATG 1320 
GACAGCCTCG CGGAACGTTG GTTGAAGCAC AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGT 1380 
AAAGGCAAAA ATCAACTGAC CTTTAACGAG ATTGCCCTCG AAGAAGCCGG ACGTTACGCC 1440 
GCCGAAGATG CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 1500 
CACGAGAGGC TCCTTTGGCT TTACCGGGAG GTGGAGAGGC CCCTTTCCGC TGTCCTGGCC 1560 
CACATGGAGG CCACGGGGGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG 1620 
GTGGCCGAGG AGGTCGCCCG CCTCGAGGCC GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC 1680 
AACCTCAACT CCCGGGACCA GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC 1740 
ATCGGCAAGA CGGAGAAGAC CGGCAAGGGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 1800 
CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC CAAGCTGAAG 1860 
AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA GGACGGGCCG CCTCCACACC 1920 
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CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG 1980 
AACATCCCCG TCCGCACCCC GCTTGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG 2040 
GGGTGGCTAT TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 2100 
TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA CACGGAGACC 2160 
GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC CCCTGATGCG CCGGGCGGCC 2220 
AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA 2280 
GCCATCCCTT ACGAGGAGGC CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG 2340 
GTGCGGGCCT GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 2400 
CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG CGTGCGGGAG 2460 
GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA CCGCCGCCGA CCTCATGAAG 2520 
CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG 2580 
GTCCACGACG AGCTGGTCCT CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG 2640 
GCCAAGGAGG TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 2700 
ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 273 3 

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) liANGE: 2733 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 120 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 240 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 
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GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 
GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 
AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 
GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG 6TACCTCATC 540 
ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 
GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 
GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 
GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 
CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCrTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 
GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA TGAAGAAACA 960 
CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCCGGTAT TTGCATTTGA TACCGAAACC 1020 
GACAGCCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC 1080 
GTAGCGGCAT ATATTCCGGT TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCGC 1140 
GAGCGTGCAC TCGAGTTGCr AAAACCGCTG CTGGAAGATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 1200 
CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATTGTG GCGAACTACG GCATTGAACT GCGTGGGATT 1260 
GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCG TTGCCGGGCG TCACGATATG 1320 
GACAGCCTCG CGGAACGTTG GTTGAAGCAC AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGT 1380 
AAAGGCAAAA ATCAACTGAC CTTTAACGAG ATTGCCCTCG AAGAA6CCGG ACGTTACGCC 1440 
GCCGAAGATG CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 1500 
CACAAAGGGC CGTTGAACGT CTTCGAGAAT ATCGAAATGC CGCTGGTGCC GGTGCTTTCA 1560 
CGCATTGAAC GTAACGGTGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG 1620 
GTGGCCGAGG AGATCGCCCG CCTCGAGGCC GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC 1680 
AACCTCAACT CCCGGGACCA GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC 1740 
ATCGGCAAGA CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 1800 
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CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC CAAGCTGAAG 1860 
AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA GGACGGGCCG CCTCCACACC 1920 
CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG 1980 
AACATCCCCG TCCGCACCCC GCTTGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG 2040 
GGGTGGCTAT TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 210Q 
TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA CACGGAGACC 2160 
GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC CCCTGATGCG CCGGGCGGCC 2220 
AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA 2280 
GCCATCCCTT ACGAGGAGGC CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG 234 0 
GTGCGGGCCT GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 2400 
CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG CGTGCGGGAG 2460 
GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA CCGCCGCCGA CCTCATGAAG 2520 
CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG 2580 
GTCCACGACG AGCTGGTCCT CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG 264 0 
GCCAAGGAGG TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 2 700 
ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 2733 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2727 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM; Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60 
ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 12 0 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 18 0 
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GTCTACGGCT 


TCGCCAAGAG 


CCTCCTCAAG 


GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 


240 


GTGGTCTTTG 


ACGCCAAGGC 


CCCCTCCTTC 


CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 


300 


GGCCGGGCCC 


CCACGCCGGA GGACTTTCCC 


CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 


360 


GACCTCCTGG 


GGCTGGCGCG 


CCTCGAGGTC 


CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 


420 


AGCCTGGCCA 


AGAAGGCGGA 


AAAGGAGGGC 


TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 


480 


GACCTTTACC 


AGCTCCTTTC 


CGACCGCATC 


CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 


540 


ACCCCGGCCT 


GGCTTTGGGA AAAGTACGGC 


CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 


600 


GCCCTGACCG 


GGGACGAGTC 


CGACAACCTT 


CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 


660 


GCGAGGAAGC 


TTCTGGAGGA 


GTGGGGGAGC 


CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 


720 


CTGAAGCCCG 


CCATCCGGGA 


GAAGATCCTG 


GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG. 


780 


GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 


CGACCTGCCC 


CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 


840 


CCCGACCGGG 


AGAGGCTTAG 


GGCCTTTCTG 


GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 


900 


GAGTTCGGCC 


TTCTGGAAAG 


CCCCCCCGTT 


GGATACAGAA TAGTGAAAGA CCTGGTGGAA 


960 



TTTGAAAAAC TCATAGAGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT TCGCCATAGA TCTTGAGACG 1020 
TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT GTCGGTATCT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG 1080 
GAAGCGTACT ACATACCACT CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCTGGATGA AAAAGAAGTT 1140 
CTGAAAAAGC TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 1200 
AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG GGTGTTGAAC CTGTCCCTCC TCACTTCGAC 1260 
ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCGG AACGAAAAGA AGTTCAATCT GGACGATCTC 1320 
GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAAATGACC TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT 1380 
CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT 1440 
GAAGATGCCG ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGAG 1500 
AGGCTCCTTT GGCTTTACCG GGAGGTGGAG AGGCCCCTTT CCGCTGTCCT GGCCCACATG 1560 
GAGGCCACGG GGGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC 1620 
GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC 1680 
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AACrCCCGGG ACCAGCTGGA AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC 1740 
AAGACGGAGA AGACCGGCAA GCGCTCCACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG 1800 
GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT GAAGAGCACC 1860 
TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG GCCGCCTCCA CACCCGCTTC 1920 
AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC 1980 
CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG 2040 
CTATTGGTGG CCCTGGACTA TAQCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 2100 
GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA GACCGCCAGC 2160 
TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA TGCGCCGGGC GGCCAAGACC 2220 
ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC 2280 
CCTTACGAGG AGGCCCAGGC CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG 2340 
OCCTGGATTO AGAAGACCCT G6AGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 2400 
GGCCGCCGCC GGTACGTGCC AGACCTA6AG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG GGAGGCGGCC 2460 
GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACCX3CCG CCGACCTCAT GAAGCTGGCT 2520 
ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC 2580 
GACGAGCTGG TCCTGGAGGC CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG 2640 
GAGGTCATGG AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 2700 

2727 

GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN; 

(A) LANGE: 2727 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC SO 
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ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 120 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 
GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 240 
GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 
GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 
GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 
AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 
GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACCTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 
ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 
GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATGGG GGAGAAGACG 660 
GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 
GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 
CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 
GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT GGATACAGAA TAGTGAAAGA CCTGGTGGAA 960 
TTTGAAAAAC TCATAGAGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT TCGCCATAGA TCTTGAGACG 1020 
TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT GTCGGTATCT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG 1080 
GAAGCGTACT ACATACCACT CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCTGGATGA AAAAGAAGTT 1140 
CTGAAAAAGC TAAAAGAAAT COTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 1200 
AAAT 7CGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG GGTGTTGAAC CTGTCCCTCC TCACTTCGAC 1260 
ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCCG AACGAAAAGA AGTTCAATCT GGACGATCTC 1320 
GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAA/.TGACC TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT 1380 
CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT 1440 
GAAGATGCAG ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGCA 1500 
GATCTGGAGA ACGTGTTCTA CAAGATAGAA ATGCCTCTTG TGAGCGTGCT TGCACGGATG 1560 
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GAACTGAACG GTGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC 1620 
GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC 1680 
AACTCCCGGG ACCAGCTGGA AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC 1740 
AAGACGGAGA AGACCGGCAA GCGCTCTACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG 1800 
GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT GAAGAGCACC 1860 
TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG GCCXSCCTCCA CACCCGCTTC 1920 
AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC 1980 
CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG 2040 
CTATTGGTGG CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 2100 
GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA GACCGCCAGC 2160 
TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA TGCGCCGGGC GGCGAAQACC 2220 
ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCMGTCG GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC 2280 
CCTTACGAGG AGGCCCAGGC CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG 2340 
GCCTGGATTG AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 2400 
GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG GGAGGCGGCC 2460 
GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACCGCCG CCGACCTCAT GAAGCTGGCT 252 0 
ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC 2580 
GACGAGCTGG TCCTGGAGGC CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG 2640 
GAGGTCATGG AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 2700 
GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 2727 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2850 Basenpaare 

(B) ART: NucleoCid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genora-DNA 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 
ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCX3G GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 120 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 
GTCTACGGCT TCGCCAA6AG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 240 
GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG 6TACAAGGCG 300 
GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGC7UVCTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 
GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 
AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 4 80 
GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 
ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 
GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 
GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 
CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 
GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCGC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 
CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 
GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCATCCA GCAGTTGTGG ACATCTTCGA ATACGATATT 960 
CCATTTGCAA AGAGATACCT CATCGACAAA GGCCTAATAC CAATGGAGGG GGAAGAAGAG 1020 
CTAAAGATTC TTGCCTTCGA TATAGAAACC CTCTATCACG AAGGAGAAGA GTTTGGAAAA 1080 
GGCCCAATTA TAATGATTAG TTATGCAGAT GAAAATGAAG CAAAGGTGAT TACTTGGAAA 1140 
AACATAGATC TTCCATACGT TGAGGTTGTA TCAAGCGAGA GAGAGATGAT AAAGAGATTT 1200 
CTCAGGATTA TCAGGGAGAA GGATCCTGAC ATTATAGTTA CTTATAATGG AGACTCATTC 1260 
GACTTCCCAT ATTTAGCGAA AAGGGCAGAA AAACTTGGGA TTAAATTAAC CATTGGAAGA 1320 
GATGGAAGCG AGCCCAAGAT GCAGAGAATA GGCGATATGA CGGCTGTAGA AGTCAAGGGA 1380 
AGAATACATT TCGACTTGTA TCATGTAATA ACAAGGACAA TAAATCTCCC AACATACACA 1440 
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CTAGAGGCTG TATATGAAGC AATTTTTGGA AAGCCAAAGG AGAAGGTATA CGCCGACGAG 1500 
ATAGCAAAAG CCTGGGAAAG TGGAGAGAAC CTTGAGAGAG TTGCCAAATA CTCGATGGAA 1560 
GATGCAAAGG CAACTTATGA ACTCGGGAAA GAATTCCTTC CAATGGAAAT TCAGCTTTCA 1620 
GAGAGGCTCC TTTGGCTTTA CCGGGAGGTG GAGAGGCCCC TTTCCGCTGT CCTGGCCCAC 1680 
ATGGAGGCCA CGGGGGTGCG CCTOGACGTG GCCTATCTCA GGGCCTTGTC CCTGGAGGTG 1740 
QCCGAGGAGA TCGCCCGCCT CGAGGCCGAG GTCTTCCGCC TGGCCGGCCA CCCCTTCAAC 1800 
CTCAACTCCC GGGACCAGCT GGAAAGGGTC CTCTTTGACG AGCTAGGGCT TCCCGCCATC 1860 
GGCAAGACGG AGAAGACCGG CAAGCGCTCC ACCAGCGCCG CCGTCCTGGA GGCCCTCCGC 1920 
GAGGCCCACC CCATCGTGGA GAAGATCCTG CAGTACCGGG AGCTCACCAA GCTGAAGAGC 1980 
ACCTACATTG ACCCCTTGCC GGACCTCATC CACCCCAGGA CGGGCCGCCT CCACACCCGC 2040 
TTCAACCAGA CGGCCACGGC CACGGGCAGG CTAAGTAGCT CCGATCCCAA CCTCCAGAAC 2100 
ATCCCCGTCC GCACCCCGCT TGGGCAGAGG ATCCGCCGGG CCTTCATCGC CX3AGQAGGGG 2160 
TGGCTATTGG TCGCCCTGGA CTATAGCCAG ATAGAGCTCA GGGTGCTGGC CCACCTCTCC 2220 
GGCGACX3AGA ACCTGATCCG GGTCTTCCAG GAGGGGCGGG ACATCCACAC GGAGACCGCC 2280 
AGCTGGATGT TCGGCGTCCC CCGGGAGGCC GTGGACCCCC TGATGCGCCG GGCGGCCAAG 2340 
ACCATCAACT TCGGGGTCCT CTACGGCATG TCGGCCCACC GCCTCTCCCA GGAGCTAGCC 2400 
ATCCCTTACG AGGAGGCCCA GGCCTTCATT GAGCGCTACT TTCAGAGCTT CCCCAAGGTG 2460 
CGGGCCTGGA TTGAGAAGAC CCTGGAGGAG GGCAGGAGGC GGGGGTACGT GGAGACCCTC 2520 
TTCGGCCGCC GCCGCTACGT GCCAGACCTA GAGGCCCGGG TGAAGAGCGT GCGGGAGGCG 2580 
GCCGAGCGCA TGGCCTTCAA CATGCCCGTC CAGGGCACCG CCGCCGACCT CATGAAGCTG 2640 
GCTATGGTGA AGCTCTTCCC CAGGCTGGAG GAAATGGGGG CCAGGATGCT CCTTCAGGTC 2700 
CACGACGAGC TGGTCCTCGA GGCCCCAAAA GAGAGGGCGG AGGCCGTGGC CCGGCTGGCC 2760 
AAGGAGGTCA TGGAGGGGGT GTATCCCCTG GCCGTGCCCC TGGAGGTGGA GGTGGGGATA 2820 
GGGGAGGACT GGCTCTCCGC CAAGGAGTGA 2850 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: G: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2 94 9 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 120 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 24 0 

GTGGTCTTTG ^^X'GCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTAC7VAGGCG 300 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 

AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCAtC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 6 00 

GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 

CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCGTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 

CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 

GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCGTTAGA GAACATCCAG CAGTTGTGGA CATCTTCGAA 960 
TACGATATTC CATTTGCAAA GAGATACCTC ATCGACAAAG GCCTAATACC AATGGAGGGG 1020 
GAAGAAGAGC TAAAGATTCT TGCCTTCGAT ATAGAAACCC TCTATCACGA AGGAGAAGAG 1080 
TTTGGAAAAG GCCCAATTAT AATGATTAGT TATGCAGATG AAAATGAAGC AAAGGTGATT 1140 
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ACTTGGAAAA ACATAGATCT 
AAGAGATTTC TCAGGATTAT 
GACTCATTCG ACTTCCCATA 
ATTGGAAGAG ATGGAAGCGA 
GTCAAGGGAA GAATACATTT 
ACATACACAC TAGAGGCTGT 
GCCGACGAGA TAGCAAAAGC 
TCGATGGAAG ATGCAAAGGC 
CAGCTTTCAA GATTAGTTGG 
CTTGTAGAGT GGTTCTTACT 
CCAAGTGAAG AGGAGTATCA 
CTGGACGTGG CCTATCTCAG 
GAGGCCGAGG TCTTCCGCCT 
GAAAGGGTCC TCTTTGACGA 
AAGCGCTCCA CCAGCGCCGC 
AAGATCCTGC AGTACCGGGA 
GACCTCATCC ACCCCAGGAC 
ACGGGCAGGC TAAGTAGCTC 
GGGCAGAGGA TCCGCCGGGC 
TATAGCCAGA TAGAGCTCAG 
GTCTTCCAGG AGGGGCGGGA 
CGGGAGGCCG TGGACCCCCT 
TACGGCATGT CGGCCCACCG 
GCCTTCATTG AGCGCTACTT 
CTGGAGGAGG GCAGGAGGCG 



13 

TCCATACGTT GAGGTTGTAT CAAGCGAGAG AGAGATGATA 1200 
CAGGGAGAAG GATCCTGACA TTATAGTTAC TTATAATGGA 1260 
TTTAGCGAAA AGGGCAGAAA AACTTGGGAT TAAATTAACC 1320 
GCCCAAGATG CAGAGAATAG GCGATATGAC GGCTGTAGAA 13 80 
CGACTTGTAT CATGTAATAA CAAGGACAAT AAATCTCCCA 1440 
ATATGAAGCA ATTTTTGGAA AGCCAAAGGA GAAGGTATAC 1500 
CTGGGAAAGT GGAGAGAACC TTGAGAGAGT TGCCAAATAC 1560 
AACTTATGAA CTCGGGAAAG AATTCCTTCC AATGGAAATT 1620 
ACAACCTTTA TGGGATGTTT CAAGGTCAAG CACAGGGAAC 1680 
TAGGAAAGCC TACGAAAGAA ACGAAGTAGC TCCAAACAAG 1740 
AAGAAGGCTC AGGGAGAGCT ACACAGGTGG ATTCGTGCGC 1800 
GGCCTTGTCC CTGGAGGTGG CCGAGGAGAT CGCCCGCCTC 1860 
GGCCGGCCAC CCCTTCAACC TCAACTCCCG GGACCAGCTG 1920 
GCTAGGGCTT CCCGCCATCG GCAAGACGGA GAAGACCGGC 1980 
CGTCCTGGAG GCCCTCCGCG AGGCCCACCC CATCGTGGAG 2040 
GCTCACCAAG CTGAAGAGCA CCTACATTGA CCCCTTGCCG 2100 
GGGCCGCCTC CACACCCGCT TCAACCAGAC GGCCACGGCC 2160 
CGATCCCAAC CTCCAGAACA TCCCCGTCCG CACCCCGCTT 2220 
CTTCATCGCC GAGGAGGGGT GGCTATTGGT GGCCCTGGAC 2280 
GGTGCTGGCC CACCTCTCCG GCGACGAGAA CCTGATCCGG 234 0 
CATCCACACG GAGACCGCCA GCTGl ATGTT CGGCGTCCCC 2400 
GATGCGCCGG GCGGCCAAGA CCATCAACTT CGGGGTCCTC 2460 
CCTCTCCCAG GAGCTAGCCA TCCCTTACGA GGAGGCCCAG 2520 
TCAGAGCTTC CCCAAGGTGC GGGCCTGGAT TGAGAAGACC 2580 
GGGGTACGTG GAGACCCTCT TCGGCCGCCG CCGCTAGGTG 2640 
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CCAGACCTAG AGGCCCGGGT GAAGAGCGTG CGGGAGGCGG CCGAGCGCAT GGCCTTCAAC 2700 
ATGCCCGTCC AGGGCACCGC CGCCGACCTC ATGAAGCTGG CTATGGTGAA GCTCTTCCCC 2760 
AGGCTGGAGG AAATGGGGGC CAGGATGCTC CTTCAGGTCC ACGACGAGCT GGTCCTCGAG 2820 
GCCCCAAAAG AGAGGGCGGA GGCCGTGGCC CGGCTGGCCA AGGAGGTCAT GGAGGGGGTG 2880 
TATCCCCTGG CCGTGCCCCT GGAGGTGGAG GTGGGGATAG GGGAGGACTG GCTCTCCGCC 2940 

2949 

AAGGAGTGA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHENt 

(A) LANGE: 910 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 

net Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1 5 10 

Lvs Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala LVS Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val He 
65 70 75 80 

Val val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu He Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 
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Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp- Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Glrx Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Tyr Asp Asn Tyr Val Thr lie Leu Asp Glu Glu Thr 
305 310 315 320 

Leu Lys Ala Trp He Ala Lys Leu Glu Lys Ala Pro Val Phe Ala Phe 
325 330 335 

Asp Thr Glu Thr Asp Ser Leu Asp Asn He Ser Ala Asn Leu Val Gly 
340 345 350 

Leu Ser Phe Ala He Glu Pro Gly Val Ala Ala Tyr He Pro Val Ala 
355 360 365 



His Asp Tyr Leu Asp Ala Fro Asp Gin He Ser Arg Glu Arg Ala Leu 
370 375 380 



Glu Leu Leu Lys Pro Leu Leu Glu Asp Glu Lys Ala Leu Lys Val Gly 
385 390 395 400 
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Gin Asn Leu Lys Tyr Asp Arg Gly He Leu Ala Asn Tyr Gly He Glu 
405 410 415 

Leu Arg Gly He Ala Phe Asp Thr Met Leu Glu Ser Tyr He Leu Asn 
420 425 430 

Ser Val Ala Gly Arg His Asp Met Asp Ser Leu Ala Glu Arg Trp Leu 
435 440 445 

Lys His Lys Thr He Thr Phe Glu Glu He Ala Gly Lys Gly Lys Asn 
450 455 460 

Gin Leu Thr Phe Asn Gin He Ala Leu Glu Glu Ala Gly Arg Tyr Ala 
465 470 475 480 

Ala Glu Asp Ala ASP Val Thr Leu Gin Leu His Leu Lys Met Trp Pro 
485 490 495 

ASP Leu Gin Lys His Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu 
500 505 510 

Arg Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu Ala Thr Gly Val Arg 
515 520 525 

Leu Asp val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu 
530 535 540 

Val Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val. Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe 



545 



550 555 560 



Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg val Leu Phe Asp Glu Leu 
565 570 575 

Gly Leu Pro Ala He Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr 
580 585 590 

ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro He Val Glu 
595 600 605 

Lys He Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr He 
610 eir^ 620 

ASP Pro Leu pro Asp Leu 116 His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr 
625 630 635 640 

Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp 
645 650 655 

Pro Asn Leu Gin Asn He Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg He 
660 665 670 
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Arg Arg Ala Phe He Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp 
675 680 685 

Tyr Ser Gin He Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu 
690 695 700 

Asn Leu He Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp He His Thr Glu Thr 
705 710 715 720 

Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met 
725 730 735 

Arg Arg Ala Ala Lys Thr He Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser 
740 745 750 

Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala He Pro Tyr Glu Glu Ala Gin 
755 760 765 

Ala Phe He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala trp 
770 775 780 

He Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Vyr Val Glu Thr 
785 790 795 800 

Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys 
805 810 815 

Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin 
820 825 830 

Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro 
835 840 845 

Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu 
850 855 860 

Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu 
865 870 875 880 

Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu 
B85 890 895 



Val Glu Val Gly He Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 910 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) lANGE: 910 Aminosauren 

(B) ART; Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 8: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 

15 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 



Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val He 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
B5 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu He Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg He Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 



Gly Tyr Leu He Thr Pro Ala trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 



Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 
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Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly He Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 

215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
" 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys He Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Tyr Asp Asn Tyr Val Thr He Leu Asp Glu Glu Thr 



305 310 3-^5 



320 



Leu Lys Ala Trp He Ala Lys Leu Glu Lys Ala Pro Val Phe Ala Phe 
325 330 335 

Asp Thr Glu Thr Asp Ser Leu Asp Asn He Ser Ala Asn Leu Val Gly 

340 345 350 

Leu Ser Phe Ala He Glu Pro Gly Val Ala Ala Tvr He Pro Val Ala 
355 3S0 ' 365 

His Asp Tyr Leu Asp Ala Pro Asp Gin He Ser Arg Glu Arg Ala Leu 
370 375 380 

Glu Leu Leu Lys Pro Leu Leu Glu Asp Glu Lys Ala Leu Lys Val Glv 

390 395 400 

Gin Asn Leu Lys Tyr Asp Arg Gly He Leu Ala Asn Tyr Gly He Glu 
405 410 

Leu Arg Gly He Ala Phe Asp Thr Met Leu Glu Ser Tyr He Leu Asn 
420 425 430 

Ser val Ala Gly Arg His Asp Met Asp Ser Leu Ala Glu Arg Trp Leu 
435 440 445 

Lys His Lys Thr He Thr Phe Glu Glu He Ala Gly Lys Gly Lys Asn 
450 455 460 



Gin Leu Thr Phe Asn Gin He Ala Leu Glu Glu Ala Gly Arg Tyr Ala 

480 



465 470 475 
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Ala Glu Asp Ala Asp Val Thr Leu Gin Leu His Leu Lys Met Trp Pro 

485 490 495 

Asp Leu Gin Lys His Lys Gly Pro Leu Asn Val Phe Glu Asn lie Glu 

500 505 510 

Met Pro Leu Val Pro Val Leu Ser Arg lie Glu Arg Asn Gly Val Arg 
515 520 525 

Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu 
530 535 540 

lie Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe 
545 550 555 560 

Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu 
565 570 575 

Gly Leu Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr 
580 585 590 

Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala T ^ j Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu 
595 €10 605 

Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie 
610 615 620 

Asp Pro Leu Pro Asp Leu lie His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr 
625 630 635 640 

Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp 
645 650 655 

Pro Asn Leu Gin Asn lie Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie 
660 665 670 

Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp 
675 680 685 

Tyr Ser Gin lie Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Qly Asp Glu 
690 695 700 

Asn Leu lie Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr 
705 710 715 720 

Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met 
725 730 735 



Arg Arg. Ala Ala Lys Thr lie Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser 
740 745 750 
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Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin 
755 760 765 

Ala Phe lie Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro L/s Val Arg Ala Trp 
770 775 780 

lie Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr 
785 790 795 800 

Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys 
805 810 815 

Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin 
820 825 830 

Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro 
835 840 845 

Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu 
850 855 860 

Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu 
865 870 875 880 

Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu 

885 890 895 

Val Glu Val Gly He Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 910 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 908 Aminosauren 

(B) ART: Arainosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 9: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 

1 5 10 15 ^ 



Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 
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Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 



Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu. Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 
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Leu Glu Ser Pro Pro Val Gly Tyr Arg lie Val Lys Asp Leu Val Glu 
305 310 315 320 

Phe Glu Lys Leu lie Glu Lys Leu Arg Glu Ser Pro Ser Phe Ala He 
325 330 335 

Asp Leu Glu Thr Ser Ser Leu Asp Pro Phe Asp Cys Asp He Val Gly 
340 345 350 

He Ser Val Ser Phe Lys Pro Lys Glu Ala Tyr Tyr He Pro Leu His 
355 360 365 

His Arg Asn Ala Gin Asn Leu Asp Glu Lys Glu Val' Leu Lys Lys Leu 
370 375 380 

Lys Glu He Leu Glu Asp Pro Gly Ala Lys He Val Gly Gin Asn Leu 
385 390 395 400 

Lys Phe Asp Tyr Lys Val Leu Met Val Lys Gly Val Glu Pro Val Pro 
405 410 415 

Pro His Phe Asp Thr Met He Ala Ala Tyr Leu Leu Glu Pro Asn Glu 
420 425 430 

Lys Lys Phe Asn Leu Asp Asp Leu Ala Leu Lys Phe Leu Gly Tyr Lys 
435 440 445 

Met Thr Ser Tyr Gin Glu Leu Met Ser Phe Ser Ser Pro Leu Phe Gly 
450 455 460 

Phe Ser Phe Ala Asp Val Pro Val Glu Lys Ala Ala Asn Tyr Ser Cys 
465 470 475 480 

Glu Asp Ala Asp He Thr Tyr Arg Leu Tyr Lys He Leu Ser Leu Lys 

485 490 495 

Leu His Glu Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu Arg Pro 
500 505 510 

Leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu Ala Thr Gly Val Arg Leu Asp 
515 520 525 

Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu He Ala 
530 535 540 

Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu 
545 550 555 560 



Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu 
565* 570 575 
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Pro Ala He Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Set Ala 
580 585 590 

Ala Val Leu Glu Aia Leu Arg Glu Ala His Pro He Val Glu Lys He 
595 600 605 

Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr He Asp Pro 
610 615 620 

Leu Pro Asp Leu He His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe 
625 630 635 640 

Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn 
645 650 655 

Leu Gin Asn He Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg He Arg Arg 
660 665 670 

Ala Phe He Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser 
675 680 685 

Gin He Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu 
690 695 700 

He Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp He His Thr Glu Thr Ala Ser 
705 710 715 720 

Trp Met Phe Gly val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg 
725 730 735 

Ala Ala Lys Thr He Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His 
740 745 750 

Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala He Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe 
755 760 765 

He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp He Glu 
770 775 780 

Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu TJir Leu Phe 
785 790 795 800 

Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val 
805 810 815 

Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr 
820 825 830 



Ala Ala Asp Leu Met Lys L^u Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu 
835 840 845 
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Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val 
850 855 860 

Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys 
865 870 875 880 

Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu 
885 890 895 

Val Gly He Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 908 AminosSuren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 

15 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val He 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 



Leu Ala Leu He Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 
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Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg He Leu Thr Ala Asp Lys 
^45 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg He His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu He Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro* Gly Val Lys Gly He Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala He Arg Glu Lys He Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Pro Val Gly Tyr Arg He Val Lys Asp Leu Val Glu 
305 310 315 320 

Phe Glu Lys Leu He Glu Lys Leu Arg Glu Ser Pro Ser Phe Ala He 
325 330 335 

Asp Leu Glu Thr Ser Ser Leu Asp Pro Phe Asp Cys Asp He Val Gly 
340 345 350 

He Ser Val Ser Phe Lys Pro Lys Glu Ala Tyr Tyr He Pro Leu His 
355 360 365 

His Arg Asn Ala Gin Asn Leu Asp Glu Lys Glu Val Leu Lys Lys Leu 
370 375 380 



Lys Glu He Leu Glu Asp Pro Gly Ala Lys He Val Gly Gin Asn Leu 
385 390 395 " 400 
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Lys Phe Asp Tyr Lys Val Leu Met Val Lys Gly Val Glu Pro Val Pro 
405 410 

Pro His Phe Asp Thr Met He Ala Ala Tyr Leu Leu Glu Pro Asn Glu 
420 425 430 

Lys Lys Phe Asn Leu Asp Asp Leu Ala Leu Lys Phe Leu Gly Tyr Lys 
435 440 

Met Thr Ser Tyr Gin Glu Leu Met Ser Phe Ser Ser Pro Leu Phe Gly 
450 455 460 

Phe Ser Phe Ala Asp Val Pro Val Glu Lys Ala Ala Asn Tyr Ser Cys 

-^^O 475 480 

Glu Asp Ala Asp He Thr Tyr Arg Leu Tyr Lys He Leu Ser Leu Lys 
485 490 

Leu His Glu Ala Asp Leu Glu Asn Val Phe Tyr Lys He Glu Met Pro 
500 505 510 

Leu Val Ser Val Leu Ala Arg Met Glu Leu Asn Gly Val Arg Leu Asp 
515 520 525 

val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu He Ala 
530 535 540 

Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu 

550 555 sgQ 

Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu 

565 570 

Pro Ala He Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala 
580 585 590 

Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro He Val Glu Lys He 
595 600 605 

Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr He Asp Pro 
610 615 620 

Leu Pro Asp Leu He His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe 

630 635 640 

Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn 

650 655 

Leu Gin Asn He Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg He Arg Arg 
660 565 670 
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Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser 
675 680 685 

Gin lie Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu 
690 695 700 

lie Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr Ala Ser 
705 710 715 720 

Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg 
725 730 735 

Ala Ala Lys Thr He Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His 
740 745 750 

Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe 
755 760 765 

He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp He Glu 
770 775 780 

Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe 
785 790 795 800 

Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val 
805 810 815 

Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr 
820 825 830 

Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu 
835 840 845 

Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val 
850 855 860 

Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys 
865 870 875 880 

Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu 
885 890 895 



Val Gly He Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 949 Aminos§uren 

(B) ART: AminosSure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 

15 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg He His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu He Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 



Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 
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Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 

210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro His Pro Ala Val Val Asp lie Phe Glu Tyr Asp lie 
305 310 315 320 

Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu lie Asp Lys Gly Leu lie Pro Met Glu 
325 330 335 

Gly Glu Glu Glu Leu Lys lie Leu Ala Phe Asp lie Glu Thr Leu Tyr 
340 345 350 

His Glu Gly Glu Glu Phe Gly Lys Gly Pro lie lie Met lie Ser Tyr 
355 360 365 

Ala Asp Glu Asn Glu Ala Lys Val lie Thr Trp Lys Asn lie Asp Leu 
370 375 380 

Pro Tyr Val Glu Val Val Ser Ser Glu Arg Glu Met lie Lys Arg Phe 
385 390 395 400 

Leu Arg lie lie Arg Glu Lys Asp Pro Asp lie iJe Val Thr Tyr Asn 
405 410 415 

Gly Asp Ser Phe Asp Phe Pro Tyr Leu Ala Lys Arg Ala Glu Lys Leu 
420 425 430 

Gly lie Lys Leu Thr lie Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro Lys Met Gin 
435 440 445 

Arg lie Gly Asp Met Thr Ala Val Glu Val Lys Gly Arg lie His Phe 
450 455 460 



Asp Leu tyr His Val He Thr Arg Thr lie Asn Leu Pro Thr Tyr Thr 
465 470 475 480 



wo 99/47649 ^ PCT/EP99/01674 

31 

Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala lie Phe Gly Lys Pro Lys Glu Lys Val 

485 490 495 

Tyr Ala Asp Glu He Ala Lys Ala Trp Glu Ser Gly Glu Asn Leu Glu 
500 505 510 

Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Ala Thr Tyr Glu Leu 
515 520 525 

Gly Lys Glu Phe Leu Pro Met Glu He Gin Leu Ser Glu Arg Leu Leu 
530 535 540 

Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu Arg Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His 
545 550 555 560 

Met Glu Ala Thr Gly Val Arg Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu 
565 570 575 

Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu He Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe 
580 585 590 

Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu 
595 600 605 

Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala He Gly Lys Thr Glu 
610 615 620 

Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg 
625 630 635 640 

Glu Ala His Pro He Val Glu Lys He Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr 
645 650 655 

Lys Leu Lys Ser Thr Tyr He Asp Pro Leu Pro Asp Leu He His Pro 
660 665 670 

Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr 
675 680 685 

Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn Leu Gin Asn He Pro Val Arg 
690 695 700 

Thr Pro Leu Gly Glx^ Arg He Arg Arg Ala Phe He Ala Glu Glu Gly 
705 710 715 720 

Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser Gin He Glu Leu Arg Val Leu 
725 730 735 



Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu He Arg Val Phe Gin Glu Gly 
740 745 750 
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Arg Asp He His Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg 
755 760 765 

Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr He Asn Phe 
770 775 780 

Gly val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala 
■^^^ "^90 795 800 

He Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser 
805 810 815 

Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp He Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg 
820 825 830 

Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro 
835 840 845 

Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met 

850 855 350 

Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu 



865 870 875 



880 



Ala Met Val Lys Leu Phe Piro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met 
885 890 895 

Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg 
900 905 910 

Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr 
915 920 925 

Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu Val Gly He Gly Glu Asp Trp 
930 935 940 

Leu Ser Ala Lys Glu 
945 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) lAngE: 982 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 

(G) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 12: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
^ 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 , 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 

55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val He 
" 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Glv 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Ara Gin 
100 105 

Leu Ala Leu He Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arq Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg He Leu Thr Ala Asp Lys 



145 150 3^55 



160 



Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg He His Val Leu His Pro Glu 



165 170 



Gly Tyr Leu He Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Ara 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly He Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 



220 



Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala He Arg Glu Lys He Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 
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Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 

260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Val Arg Glu His Pro Ala val Val Asp lie Phe Glu 
305 310 315 320 

Tyr Asp He Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu He Asp Lys Gly Leu He 
325 330 335 

Pro Met Glu Gly Glu Glu Glu Leu Lys lie Leu Ala Phe Asp He Glu 
340 345 350 

Thr Leu Tyr His Glu Gly Glu Glu Phe Gly Lys Gly Pro He He Met 
355 360 365 

He Ser Tyr Ala Asp Glu Ash Glu Ala Lys Val He Thr Trp Lys Asn 
370 375 380 

He Asp Leu Pro Tyr Val Glu Val Val Ser Ser Glu Arg Glu Met He 
385 390 395 400 

Lys Arg Phe Leu Arg He He Arg Glu Lys Asp Pro Asp He He Val 
405 410 415 

Thr Tyr Asn Gly Asp Ser Phe Asp Phe Pro Tyr Leu Ala Lys Arg Ala 
420 425 430 

Glu Lys Leu Gly He Lys Leu Thr He Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro 
435 440 445 

Lys Met Gin Arg He Gly Asp Met Thr Ala Val Glu Val Lys Gly Arg 
450 455 460 

He His Phe Asp Leu Tyr His Val He Thr Arg Thr He Asn Leu Pro 
465 470 475 * 480 

Thr Tyr Thr Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala He Phe Gly Lys Pro Lys 
485 490 495 

Glu Lys Val Tyr Ala Asp Glu He Ala Lys Ala Trp Glu Ser Gly Glu 
500 505 510 



Asn Leu Glu Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Ala Thr 
515 ■ 520 525 
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Tyr Glu Leu Gly Lys Glu Phe Leu Pro Met Glu He Gin Leu Ser Ara 

535 

Leu Val Gly Gin Pro Leu Trp Asp Val Ser Arg Ser Ser Thr Glv Asn 
545 550 ccc 

560 

Leu Val Glu Trp Phe Leu Leu Arg Lys Ala Tyr Glu Arg Asn Glu Val 
565 570 

Ala Pro Asn Lys Pro Ser Glu Glu Glu Tyr Gin Arg Arg Leu Arg Glu 
SaO 585 590 

Ser Tyr Thr Gly Gly Phe Val Arg Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala 

600 605 

Leu ser Leu Glu Val Ala Glu Glu He Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val 
610 615 620 

Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu 

"0 635 640 

Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala He Gly Lys Thr 
64: 650 655 

Glu Lys Thr Gly Lye. Arg Ser Thr Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu 
660 665 670 

Arg Glu Ala His Pro He Val Glu Lys He Leu Gin Tyr Arg Glu Leu 
675 680 685 

Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr He Asp Pro Leu Pro Asp Leu He His 
690 695 700 

Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala 
'^^^ 710 715 720 

Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn Leu Gin Asn He Pro Val 
725 730 735 

Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg He Arg Arg Ala Phe He Ala Glu Glu 
740 745 750 

Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser Gin He Glu Leu Arg Val 
755 760 765 

Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu He Arg Val Phe Gin Glu 
770 775 780 

Gly Arg Asp He His Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro 
■'^5 790 . 795 .800 
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Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr lie Asn 
805 810 815 

Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu 
820 825 830 

Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe lie Glu Arg Tyr Phe Gin 
835 840 845 

Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp lie Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly 
850 855 860 

Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val 
865 870 875 880 

Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg 
885 890 895 

Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys 
900 905 910 

Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg 
915 920 925 

Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu 
930 935 940 

Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val 
945 950 955 960 

Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu Val Gly lie Gly Glu Asp 

965 970 975 

Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
980 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 66 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) T0P0LCX5IE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG : /desc = "oligonucleotide" 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:1,.66 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13; 

GAA TTC ATG AGG GGC TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GOT GCT GAC GAT 
48 

GAC GAT AAA ATG AGG GGC 
66 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUEN2KENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosclure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 



1 



5 



10 



15 



Lys Met Arg Gly 
20 
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